Effect of Different Combination of Maternal and Postnatal Diet on Surface Area and Number of White Adipose Tissue Adipocytes in Male Rat Offspring by Šnajder, Darija
 
 
SVEUČILIŠTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU 













UTJECAJ RAZLIČITE KOMBINACIJE MAJČINE I POSTNATALNE PREHRANE 

















SVEUČILIŠTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU 













UTJECAJ RAZLIČITE KOMBINACIJE MAJČINE I POSTNATALNE PREHRANE 














































Disertacija je izrađena na Katedri za histologiju i embriologiju, Katedri za medicinsku biologiju 
i genetiku, u Laboratoriju za molekularnu i kliničku imunologiju Katedre za fiziologiju i 
imunologiju Medicinskog fakulteta Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, na 
Kliničkom zavodu za patologiju i sudsku medicinu te Zavodu za kliničku laboratorijsku 








Zahvalila bih prof. dr. sc. Radivoju Radiću na mentorstvu, prof. dr. sc. Mariji Heffer na 
motivaciji, dr. sc. Željki Perić Kačarević i dr. sc. Anđeli Grgić na savjetima i suradnji od samog 
početka studije, doc. dr. sc. Nikoli Bijeliću i med. lab. ing. Danici Matić na pomoći s 
histološkim preparatima te dr. sc. Valeriji Blažićević na patohistološkoj analizi preparata. 








Popis kratica ......................................................................................................................... III 
Popis tablica .......................................................................................................................... V 
Popis slika ............................................................................................................................VI 
1. Uvod .................................................................................................................................. 1 
1.1. Pretilost ........................................................................................................................... 1 
1.2. „Štedljivi fenotip“............................................................................................................ 2 
1.3. Patofiziologija pretilosti................................................................................................... 3 
1.4. Masno tkivo..................................................................................................................... 6 
1.4.1. Raspodjela bijelog masnog tkiva u tijelu ....................................................................... 7 
1.4.2. Morfološke promjene adipocita bijelog masnog tkiva u pretilosti .................................. 8 
1.5. Masno tkivo i upala ......................................................................................................... 9 
1.6. Obrazloženje uporabe glodavaca u ovom istraživanju .................................................... 11 
2. Hipoteza ........................................................................................................................... 13 
3. Ciljevi istraživanja ............................................................................................................ 14 
4. Materijal i metode............................................................................................................. 15 
4.1. Ustroj studije ................................................................................................................. 15 
4.2. Uzimanje uzoraka za ispitivanje .................................................................................... 18 
4.2.1. Mjerenje tjelesne mase i računanje indeksa tjelesne mase............................................ 18 
4.2.2. Biokemijska analiza .................................................................................................... 19 
4.2.3. Histomorfometrija masnog tkiva ................................................................................. 19 
4.2.4. Imunohistokemijska bojenja masnih tkiva ................................................................... 22 
4.2.5. Semikvantifikacija intenziteta imunohistokemijskog bojenja....................................... 24 
4.3. Statistička analiza .......................................................................................................... 25 
5. Rezultati ........................................................................................................................... 26 
5.1. Tjelesna masa, dobitak na tjelesnoj masi i indeks tjelesne mase ..................................... 26 
5.2. Kolesterol, trigliceridi, glukoza, adiponektin i TNF-α u serumu ..................................... 29 
5.3. Histomorfometrija masnih tkiva..................................................................................... 32 
5.3.1. Subkutano masno tkivo ............................................................................................... 32 
5.3.2. Visceralno masno tkivo ............................................................................................... 34 
5.3.3. Distribucija površine adipocita u masnim tkivima ....................................................... 40 
5.4. Imunohistokemijsko bojenje masnih tkiva na TNF-α ..................................................... 42 
5.5. Imunohistokemijsko bojenje masnih tkiva na CD68 ...................................................... 44 
II 
 
6. Rasprava ........................................................................................................................... 49 
6.1. Tjelesna masa, ukupni dobitak na tjelesnoj masi i indeks tjelesne mase ......................... 49 
6.2. Kolesterol, trigliceridi, glukoza, adiponektin i TNF-α u serumu muških potomaka štakora 
  ...................................................................................................................................... 51 
6.3. Histomorfometrija masnih tkiva..................................................................................... 52 
6.4. Daljnja područja koja otvara provedena studija .............................................................. 56 
7. Zaključci .......................................................................................................................... 58 
8. Sažetak ............................................................................................................................. 59 
9. Summary .......................................................................................................................... 60 
10. Literatura ........................................................................................................................ 61 










AgRP  aguti-povezan protein (prema engl. agouti-related protein) 
AMP  adenozin monofosfat (prema engl. adenosine monophosphate) 
BMI   indeks tjelesne mase (prema engl. body mass index) 
BMP  koštani morfogeni proteini (prema engl. bone morphogenic proteins) 
C3  komponenta komplementa 3 (prema engl. complement component 3) 
CART transkript povezan s kokainom i amfetaminom (prema engl. cocaine- and 
amphetamine-regulated transcript) 
CCL2  kemokin ligand 2 (prema engl. C-C motif chemokine ligand 2) 
CD  kontrolna dijeta (prema engl. control diet) 
CLS  strukture oblika krune (prema engl. crown-like structures) 
CRP  C-reaktivni protein 
DAB  3,3'- diaminobenzidin 
DAMPS molekularni obrasci povezani s opasnošću (prema engl. danger-associated 
molecular patterns) 
HFD  hrana bogata zasićenim masnim kiselinama (prema engl. high-fat diet) 
HMG-KoA hidroksi-metilglutaril-koenzim A 
ICAM-1 međustanična adhezijska molekula 1 (prema engl. intercellular adhesion 
molecule 1) 
IL-1β  interleukin 1 beta 
IL-6  interleukin 6  
JNK  c-Jun N-terminalna kinaza 
LDL  lipoproteini male gustoće (prema engl. low-density lipoproteins) 




MCP-1 monocitni kemoatraktantni protein 1 (prema engl. monocyte chemoattractant 
protein 1)  
MHO  metabolički zdrave pretile osobe (prema engl. metabolically healthy obese) 
NKT  ubilačke T-stanice (prema engl. natural killer T-cells) 
NPY  neuropeptid Y 
NS  nucleus solitarius 
PAMPS molekularni obrasci povezani s patogenom (prema engl. pathogen-associated 
molecular patterns) 
PBS  fosfatni pufer (prema engl. phosphate buffered saline) 
PKR  protein kinaza R 
PPAR-γ peroksisom proliferator-aktivirani receptor gama  
TNF-α  čimbenik nekroze tumora alfa (prema engl. tumor necrosis factor-α) 
UCP1  odvajajući protein 1 (prema engl. uncoupling protein 1) 
VCAM-1 vaskularni stanični adhezijski protein 1 (prema engl. vascular cell adhesion 
protein 1) 
VEGF  vaskularni endotelni čimbenik rasta (prema engl. vascular endothelial growth 
factor) 








Tablica 4.1. Sastav dijeta primijenjenih kod hranjenja kontrolnih i eksperimentalnih skupina 
štakora. ………………….........................................................................................................16 
Tablica 5.1. Srednja vrijednost površine i broj adipocita subkutanog masnog tkiva muških 
potomaka štakora u 22. tjednu starosti. .....................................................................................32 
Tablica 5.2. Srednja vrijednost površine i broj adipocita epididimalnog masnog tkiva muških 
potomaka štakora u 22. tjednu starosti. .....................................................................................34 
Tablica 5.3. Srednja vrijednost površine i broj adipocita perirenalnog masnog tkiva muških 
potomaka štakora u 22. tjednu starosti. .....................................................................................37 
Tablica 5.4. Semikvantifikacija intenziteta imunohistokemijskog obojenja masnih tkiva 
muških potomaka štakora u 22. tjednu starosti na TNF-α. .........................................................42 
Tablica 5.5. Broj pozitivnih stanica na CD68 u mm2 masnih tkiva muških potomaka štakora u 










Slika 1.1. Kombinacija utjecaja koji posljedično uzrokuju nastanak pretilosti kod čovjeka 
(autorsko djelo). ..................................................................................................................... 4 
Slika 1.2. Periferna kontrola hipotalamičkih centara zaduženih za energiju i metabolizam kod 
čovjeka (autorsko djelo). ........................................................................................................ 5 
Slika 4.1. Prikaz protokola studije. ....................................................................................... 17 
Slika 4.2. Prikaz obrade slike programom CellProfiler. ........................................................ 21 
Slika 5.1. Tjelesna masa 4.-22. tjedna starosti kod muških potomaka štakora. ...................... 27 
Slika 5.2. Ukupni dobitak na tjelesnoj masi muških potomaka štakora tijekom eksperimenta.
 ............................................................................................................................................. 28 
Slika 5.3. Koncentracija kolesterola u serumu muških potomaka štakora nakon 22 tjedna 
hranjenja standardnom laboratorijskom hranom ili masnom ishranom. ................................. 29 
Slika 5.4. Koncentracija TNF-α u serumu muških potomaka štakora nakon 22 tjedna hranjenja 
standardnom laboratorijskom hranom ili masnom ishranom. ................................................ 31 
Slika 5.5. Reprezentativni prikaz histološkog preparata subkutanog masnog tkiva četiriju 
skupina ispitivanih muških potomaka štakora. ...................................................................... 33 
Slika 5.6. Broj adipocita po jedinici površine u epididimalnom masnom tkivu muških potomaka 
štakora u 22. tjednu starosti. ................................................................................................. 35 
Slika 5.7. Reprezentativni prikaz histološkog preparata epididimalnog masnog tkiva četiriju 
skupina ispitivanih muških potomaka štakora. ...................................................................... 36 
Slika 5.8. Broj adipocita po jedinici površine u perirenalnom masnom tkivu muških potomaka 
štakora u 22. tjednu starosti. ................................................................................................. 38 
Slika 5.9. Reprezentativni prikaz histološkog preparata perirenalnog masnog tkiva četiriju 
skupina ispitivanih muških potomaka štakora. ...................................................................... 39 
Slika 5.10. Distribucija površine adipocita po razredima površina u ispitivanim odjeljcima 
masnih tkiva muških potomaka štakora u 22. tjednu starosti. ................................................ 41 
VII 
 
Slika 5.11. Relativni intenzitet imunohistokemijskog bojenja masnih tkiva muških potomaka 
štakora u 22. tjednu starosti na TNF-α. ................................................................................. 43 
Slika 5.12. Reprezentativni prikaz imunohistokemijskog bojenja subkutanog masnog tkiva 
muških potomaka štakora u 22. tjednu starosti na CD68. ...................................................... 46 
Slika 5.13. Reprezentativni prikaz imunohistokemijskog bojenja epididimalnog masnog tkiva 
muških potomaka štakora u 22. tjednu starosti na CD68. ...................................................... 47 
Slika 5.14. Reprezentativni prikaz imunohistokemijskog bojenja perirenalnog masnog tkiva 










S obzirom na trenutno rašireni životni stil koji uključuje manjak fizičke aktivnosti, brzu 
hranu i pretjeran kalorijski unos, prekomjerna tjelesna masa i pretilost, koji su definirani kao 
prekomjerno nakupljanje masnoga tkiva koje može utjecati na zdravlje, postaju sve značajniji 
javnozdravstveni problemi.  
Stanje uhranjenosti najčešće se opisuje indeksom tjelesne mase (BMI, prema engl. body 
mass index) koji se izračunava tako da se masa osobe u kilogramima podijeli s kvadratom visine 
u metrima (kg/m2). Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji pretilost je definirana BMI ≥ 30 
kg/m2, a prekomjerna tjelesna masa BMI ≥ 25 kg/m2 (1). U 2014. godini 13 % svjetske 
populacije bilo je pretilo (11 % muškaraca i 15 % žena), a 42 milijuna djece ispod 5 godina 
pretilo ili je imalo prekomjernu tjelesnu masu. Svjetska se prevalencija pretilosti udvostručila 
od 1980. do 2014. god. (1), a prema procjenama do 2025. doseći će 18 % u muškaraca i 21 % 
u žena (2). U rezultatima Hrvatske zdravstvene ankete 2003. godine opisano je 20,4 % odraslih 
osoba i 7,6 % 7-godišnjaka kao pretilo, dok procjene Hrvatske zdravstvene ankete iz 2008. 
godine ukazuju da se udio pretilih odraslih osoba dodatno povećao na 24,4 % (3). Povišen je 
BMI rizični čimbenik za brojne bolesti: srčanožilne bolesti, šećernu bolest, mišićnokoštane 
poremećaje (posebno osteoartritis) te neke vrste raka (endometrija, dojke i debelog crijeva) (4). 
Pretilost je često udružena s inzulinskom rezistencijom, hipertenzijom i dislipidemijom, što 
onda nazivamo metaboličkim sindromom (5). 
Posebnu zabrinutost, kako zbog izravnog i neizravnog utjecaja na zdravlje, tako i zbog 
značajnih ekonomskih posljedica, izaziva porast pretilosti u sve mlađoj dobi u Republici 
Hrvatskoj i svijetu. Prema podatcima Hrvatskoga zavoda za javno zdravstvo o stanju 
uhranjenosti školske djece od 7 do 14 godina, služeći se antropometrijskim indeksom tjelesne 
mase za dob, u razdoblju od 2000. do 2005. god., prekomjernu tjelesnu masu imalo je 23 % 
ispitanika, dok je 7,2 % bilo pretilo, a primjenjujući antropometrijski indeks tjelesne mase za 
visinu bilo je 6,9 % pretile djece i 11,9 % djece s prekomjernom tjelesnom masom (6).   
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Složeni patološki proces razvoja pretilosti zbroj je raznih okolišnih i genetskih 
interakcija, a čini se da pojedinci iz ugroženih zajednica imaju veći rizik uslijed fetalnog i 
postnatalnog otiska (7). 
 
1.2. „Štedljivi fenotip“ 
 
Tijekom svog evolucijskog razvoja, Homo sapiens bio je navikao na izmjenjujuća 
razdoblja gladi i izobilja. Kako bi osigurao preživljavanje u razdobljima s ne tako bogatim 
prehrambenim izvorima, određeni su geni kontrolirali spremanje i iskorištavanje hranjivih tvari 
u tijelu. Ti su geni otkriveni i označeni kao „štedljivi geni“ još 1962. godine (8). Kasnije je 
postavljena i hipoteza tzv. „štedljivog fenotipa“ kako bi se objasnila korelacija između 
ograničenog rasta fetusa in utero (te posljedično smanjene rodne mase) i kasnijeg nastanka 
metaboličkog sindroma (9). Smanjena količina hranjivih tvari u ranome životu može stvoriti 
metabolizam koji očekuje smanjene izvore prehrane i lošije se prilagođava obilju. Te promjene 
metabolizma uključuju smanjeni kapacitet inzulinske sekrecije i inzulinsku rezistenciju (10).  
Epidemiološke studije pokazuju da osobe niže rodne mase koje su kasnije u djetinjstvu  
sustigle svoje vršnjake rastom (tzv. „catch-up growth“) imaju veću vjerojatnost oboljenja od 
abdominalne pretilosti, šećerne bolesti tipa 2 i srčanožilnih poremećaja, posebno ako se 
sustizanje dogodilo ranije u djetinjstvu. Sustizanje u rastu karakterizirano je nesrazmjerno 
bržim nakupljanjem masnoga tkiva (11). Primjerice, prospektivna studija u Engleskoj 
obuhvatila je 848 djece kojima je mjerena visina i masa pri rođenju te u dobi od dviju i pet 
godina. Djeca koja su pokazala značajno povećanje u masi od rođenja do druge godine te time 
i klinički „catch-up“ rast, u dobi od pet godina bila su viša, teža te su imala veću količinu 
masnoga tkiva (12).  
Iz hipoteze „štedljivog fenotipa“ rezultirala je pretpostavka o prilagodbi fetusa tijekom 
unutarmaterničnog razvoja na očekivani postnatalni okoliš. Međutim, pokusi i rijetke 
epidemiološke studije pokazale su sklonost pretilosti i kod potomaka majki koje su tijekom 
trudnoće konzumirale više hranjivih tvari nego što je potrebno. Napoli i sur. 1997. i 1999. 
pokazali su u post-mortem studiji talijanske populacije da djeca majki koje boluju od 
hiperkolesterolemije brže razvijaju masne nakupine u aorti (13, 14). Studija nije ograničila radi 
li se ovdje o obiteljskoj hiperkolesterolemiji i poremećaju u metabolizmu masti ili 
hiperkolesterolemiji kao posljedici majčine dijete.  
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Kod animalnih studija hranjenje majki masnom dijetom tijekom trudnoće i laktacije u 
glodavaca dovodi do fenotipa potomaka koji sliči ljudskom metaboličkom sindromu (15). U 
štakorskom modelu dijeta bogata mastima u majke inducirala je hiperleptinemiju, 
hiperinzulinemiju, inzulinsku rezistenciju, hiperfagiju i povišenu razinu lipida u serumu 
potomaka (16, 17). Armitage i sur. opisali su da je hranjenje majki dijetom bogatom mastima 
tijekom trudnoće i laktacije rezultiralo povišenim tlakom, abnormalnom serumskom razinom 
lipida, acetilkolin induciranom vazodilatacijom, hiperleptinemijom, poremećenom 
homeostazom glukoze i pretilošću u potomaka, a to je osobito bilo izraženo kod hranjenja 
zasićenim masnim kiselinama (18). Drugi su autori pokazali da se metabolizam lipida kod 
potomaka miševa mijenja ako je majka hranjena dijetom s visokim postotkom masti, a ta je 
promjena zabilježena i u drugoj generaciji i poslije (19).  
Hipoteza „štedljivog fenotipa“ govori da prehrana majke tijekom trudnoće i laktacije 
vodi do promjene metabolizma i razvoja odraslog fenotipa koji će biti prilagođen istoj prehrani, 
te na taj način majka pripremi potomak na izvanmaterničnu okolinu (9).   
 
1.3. Patofiziologija pretilosti 
 
Pretilost je složena multifaktorijalna bolest, a dobivanje na tjelesnoj masi pod utjecajem 
je nekoliko čimbenika. U središtu su fiziološki i metabolički procesi koji kontroliraju 
energetsku homeostazu, a genetički su kodirani te na njih utječu okoliš i ponašanje jedinke 
(Slika 1.1.) (20).   
Gastrointestinalni trakt nam ne služi samo kao cijev kroz koju prolazi hrana, nego se u 
njemu i probavljaju i apsorbiraju hranjive tvari. Vidni, mirisni i okusni podražaji potiču 
endokrinu i egzokrinu sekreciju te motilitet probavnog trakta i prije nego što hrana uđe u usta, 
a ingestija hrane stimulira mehanoreceptore koji uzrokuju distenziju i propulziju probavne 
cijevi, ali i potiče probavu točno određenih vrsta molekula. Aferentni signali iz 
mehanoreceptora i kemoreceptora (utjecaj sastava hrane, osmolarnosti i promjene pH) prenose 
se putem nervusa vagusa do dorzalnog vagalnog kompleksa u produženoj moždini i završavaju 
u medijalnim i dorzomedijalnim dijelovima jezgre nucleusa solitariusa (NS). Projekcije iz 
NS-a inerviraju paraventrikularnu, dorzomedijalnu i arkuatnu jezgru hipotalamusa i lateralno 
hipotalamičko područje, središnju jezgru amigdale i striu terminalis (21). Postoji ekspresija 
nekoliko peptida i njihovih receptora na hipotalamičkim neuronima, koji se smatraju 
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oreksigenima (potiču hranjenje): neuropeptid Y (NPY), aguti-povezan protein (AgRP, prema 
engl. agouti-related protein), hormon za koncentriranje melanina (MCH, prema engl. melanin-
concentrating hormone), oreksini A i B, ili anoreksigenima: hormon koji potiče melanocite (α-
MSH, prema engl. melanocyte-stimulating hormone) i transkript povezan s kokainom i 




Probavni trakt izlučuje i hormone koji kontroliraju hranjenje. Ti peptidi ulaze u mozak 
kroz areu postremu smještenu iznad NS-a. Prvi identificirani peptid koji utječe na smanjenje 
veličine obroka je kolecistokinin (23), glukagonu sličan peptid-1 smanjuje ingestiju hrane (24), 
protein YY također smanjuje hranjenje inhibirajući NPY/AgRP neurone hipotalamusa (25), a 
amilin smanjuje apetit (26). Grelin je protein koji se sastoji od 28 aminokiselina i proizvodi se 
u želucu kada je isti prazan te se stoga može nazvati i „hormon gladi“ (27). Mjesto djelovanja 
grelina najvjerojatnije je također hipotalamus, tj. neuroni s ekspresijom NPY i AgRP (28, 29). 
 Od perifernih čimbenika koji utječu na metabolizam mogu se izdvojiti leptin i inzulin. 
Leptin je hormon koji uzrokuje smanjenje tjelesne mase smanjujući apetit i povećavajući 
potrošnju energije stimulacijom simpatičkog sustava brojnih tkiva. Predominantno se proizvodi 
u adipocitima (29), no u manjim količinama i u želučanom epitelu (30) te posteljici (31). Razina 
leptina u plazmi u pozitivnoj korelaciji je s količinom masnoga tkiva i stoga on djeluje kao 
mjerač zalihe energije u tijelu (32). Inzulin proizvode β-stanice gušterače i njegovo se 




izlučivanje povećava kao odgovor na rastuću razinu glukoze u krvi odmah nakon obroka, dok 
je leptin neosjetljiv na akutnu ingestiju hrane (33).  Oba navedena hormona ulaze u mozak i 
vežu se za hipotalamičke neurone (Slika 1.2.) te djeluju tako da smanjuju tjelesnu masu i 
posjeduju njezinu dugoročnu regulaciju.  
 
 
Adiponektin je protein od 244 aminokiseline i 28 kDa koji pripada u komplementnu 
čimbeničku C1q obitelj proteina, a koji izlučuju adipociti (34). Za razliku od leptina njegova se 
koncentracija povećava kod gladovanja i smanjuje kod pretilosti (35). Adiponektin se smatra 
medijatorom metaboličkog odgovora na gladovanje te ukoliko se aplicira periferno kako bi 
imitirao stanje gladovanja dovodi do povećanog unosa hrane, smanjenja utroška energije i 
povećanja tjelesne mase (36). Ti su učinci povezani  s povećanjem aktivnosti adenozin 
monofosfat (AMP, prema engl. adenosine monophosphate) kinaze i ekspresijom NPY u 
hipotalamusu (37). Adiponektin aktivira neurone aree postreme putem AdipoR1 i AdipoR2 
transmembranskih proteina i inhibira neurone koji izlučuju oksitocin u paraventrikularnoj jezgri 
hipotalamusa (38, 39). Do ekspresije adiponektina dolazi i u bijelom i u smeđem masnom tkivu 
Slika 1.2. Periferna kontrola hipotalamičkih centara zaduženih za energiju i metabolizam kod 
čovjeka (autorsko djelo). 
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te prema dosadašnjim istraživanjima izoliranog ljudskog masnog tkiva ne postoji značajna 
razlika u izlučivanju adiponektina između subkutanog i visceralnog odjeljka masnog tkiva (40), 
no vjerojatno se regulacija odvija različito od odjeljka do odjeljka (41). Tako je primijećena 
negativna korelacija između BMI-ja i izlučivanja adiponektina kod izoliranih visceralnih 
adipocita koja se ne prati kod subkutanih adipocita (41). Zanimljivo je i da postoji seksualni 
dimorfizam u razini cirkulirajućeg adiponektina pri čemu se kod ženki mjeri viša koncentracija 
adiponektina nego kod mužjaka  (42).  
Od ostalih perifernih medijatora povezanih s pretilošću i metabolizmom važan je 
čimbenik nekroze tumora-alfa (TNF-α, prema engl. tumor necrosis factor alpha). TNF-α je 
proupalni citokin čija je ekspresija i razina u krvi pozitivno korelirana s pretilošću i negativno 
korelirana s gubitkom na tjelesnoj masi (43). Uzrokuje apoptozu preadipocita i zrelih adipocita, 
smanjujući adipogenezu i povećavajući lipolizu (44). Iako takvi učinci sugeriraju dobrobit 
povišene koncentracije TNF-α, taj citokin također potiče upalne puteve koji dovode do 
pretilošću povezane inzulinske rezistencije blokirajući receptore za navedeni hormon (45). Uz 
metaboličke učinke, TNF-α je povezan s razvojom ateroskleroze i hipertenzije (46). Neke pak 
studije pokazuju da povišena koncentracija TNF-α u pretilosti može biti i uzrok smanjenom 
stvaranju adiponektina (47, 48). 
 
1.4. Masno tkivo 
 
Masno je tkivo organ koji služi za skladištenje energije, proizvodnju topline i zaštitu 
vitalno važnih organa (49). U sisavaca se masno tkivo može podijeliti na dvije glavne vrste, 
bijelo i smeđe.  
Bijelo masno tkivo specijalizirano je za čuvanje energije u obliku triglicerida i 
otpuštanje masnih kiselina i glicerola u stanjima gladovanja (50), bogato je vaskularizirano i 
inervirano i djeluje kao hormonalni homeostatski sustav (51). Postoji i povezanost povećane 
količine masnoga tkiva i povećane incidencije nekih vrsta karcinoma kao što su 
postmenopauzalni karcinom dojke i endometrija, što se objašnjava tumorskim iskorištavanjem 




Stanice bijelog masnog tkiva sadrže veliku kapljicu masti koja potiskuje jezgru i 
citoplazmu stanice na periferiju gdje čine tanak obruč. Adipociti izlučuju brojne molekule koje 
su ključne u regulaciji metabolizma, kao što su TNF-α, adiponektin, rezistin i drugi (54). Kako 
bi se moglo prilagoditi prekomjernom dotoku energije u pretilosti, bijelo se masno tkivo 
remodelira na nekoliko načina: 1. povećanjem volumena (hipertrofija) i/ili broja adipocita 
(hiperplazija) (55), 2. infiltracijom upalnih stanica (56) i 3. remodeliranjem vaskulature i 
izvanstaničnog matriksa kako bi se omogućila ekspanzija tkiva (57). No, kada su stanja upale i 
pretilosti neprekidna, homeostatski mehanizmi podbace uzrokujući tkivnu disfunkciju. Ovo je 
predominantno masno tkivo u odnosu na sva ostala opisana dalje u tekstu i u stalnom je doticaju 
s imunološkim stanica zbog regulacije metabolizma. 
Smeđe masno tkivo dobilo je ime po crvenkasto-smeđoj boji koju ima zbog povećane 
vaskularizacije i visoke količine mitohondrija. Nalazi se kod većine hibernirajućih sisavaca, u 
fetalnom razvoju i kod djece, dok se njegova količina smanjuje starenjem i pretilošću (58). 
Njegova je funkcija održavanje termogeneze sagorijevanjem lipida u toplinu. To čini putem 
metaboličkog ciklusa protona koji izlaze i ulaze u matriks mitohondrija putem „razvezujućeg“ 
proteina 1 (UCP1, prema engl. uncoupling protein 1) (59). Tzv. „klasični smeđi adipociti“ su 
adipociti nastali iz linije stanica sličnih skeletnom mišiću i to su UCP1+ stanice s brojnim malim 
kapljicama masti i gustim mitohondrijima smješteni na specifičnoj anatomskoj lokaciji u 
interskapularnoj i perirenalnoj regiji. UCP1+ stanice koje se nalaze u brojnim bijelim masnim 
tkivima u subkutanim regijama glodavaca i ljudi nastale su od linije stanica sličnih glatkom 
mišićju i nazivaju se „bež“ masnim tkivom (60).  
Smeđe masno tkivo prvenstveno služi termoregulaciji, no brani životinje i od 
metaboličkih bolesti kao što su pretilost, tip 2 šećerne bolesti i hepatička steatoza (61). 
 
1.4.1. Raspodjela bijelog masnog tkiva u tijelu 
 
Bijelo masno tkivo organizirano je u dvama odjeljcima koji se zovu subkutano i 
visceralno masno tkivo (62).  
Subkutano masno tkivo kod ljudi je smješteno duž cijelog tijela, no najveći depoi se 
nalaze u abdominalnoj regiji, bedrima i glutealnoj regiji. Ovisno je li smješteno ispod ili iznad 
fasciae superficialis dijeli se na površinsko i duboko subkutano masno tkivo. Visceralno masno 
8 
 
tkivo okružuje unutrašnje organe i može se podijeliti u omentalno, mezenterično, 
retroperitonealno, gonadalno i perikardijalno (63).  
Glodavci imaju dva područja nakupljanja subkutanog masnog tkiva: anteriorno između 
lopatica i posteriorno od dorzolumbalne do glutealne regije i ono nije sastavljeno od multiplih 
slojeva kao u ljudi. Visceralno se masno tkivo u glodavaca nalazi perigonadalno (zvano 
epididimalno u mužjaka i periovarijsko u ženki), retroperitonealno uz bubrege i mezenterično 
(duž intestinalnog trakta). Mezenterično je masno tkivo po smještaju i biologiji s obzirom na 
drenažu putem v. portae najbliže ljudskom, no nije toliko istraženo zbog ograničenja u kirurškoj 
manipulaciji i izolaciji od priležećih krvnih žila (63).   
Povećanje visceralnog masnog tkiva povezano je s većim rizikom od inzulinske 
rezistencije i dislipidemije (64), a neovisan je čimbenik rizika za tip 2 šećerne bolesti (65), 
hipertenziju (66) i smrtnost (67). Istraživanja su također potvrdila pozitivnu korelaciju između 
povećanja volumena perirenalnog masnog tkiva s povišenjem dijastoličnog krvnog tlaka (68, 
69). Suprotno od toga, subkutano je masno tkivo povezano s očuvanom osjetljivošću na inzulin 
(70).  
To se može objasniti dreniranjem krvnog optoka subkutanog masnog tkiva putem venae 
cavea, a visceralnog masnog tkiva portalnom venom što izravno vodi proupalne citokine u jetru 
(71), a potvrđeno je i u lipektomiranom modelu štakora i miševa kojima je odstranjeno 
epididimalno i retroperitonelano masno tkivo i kod kojih je došlo do poboljšane inzulinske 
osjetljivosti, smanjene tumorigeneze i dužeg životnog vijeka neovisno o komorbiditetima (72, 
73). U slučajevima odstranjenja subkutanog masnog tkiva kod glodavaca došlo je do porasta 
koncentracije triglicerida u serumu i bazalnog inzulinemičnog indeksa (74, 75), a 
transplantacija subkutanog masnog tkiva poboljšala je metabolizam glukoze (76). Za razliku od 
životinjskog modela, kod ljudi liposukcija veće količine subkutanog masnog tkiva nije imala 
značajnog utjecaja na metabolički profil pacijenata (77), a kod operacija gastričnog bypassa 
količina odstranjenog omentalnog masnoga tkiva premala je da bi imala neki učinak (78).  
 
1.4.2. Morfološke promjene adipocita bijelog masnog tkiva u pretilosti 
 
Bijelo masno tkivo ima visoku fiziološku plastičnost, a mehanizam pomoću kojeg dolazi 
do povećanja količine masnoga tkiva po odjeljcima može biti određujući čimbenik nastanka 
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metaboličkog sindroma u pretilosti. Povećanje masnoga tkiva može biti uslijed povećanja 
veličine (hipertrofija) ili broja adipocita (hiperplazija), pri čemu hiperplazija predstavlja 
de-novo stvaranje adipocita (adipogenezu) (79).  
Wang i sur. dokazali su da izlaganje ispitivanih životinja masnoj prehrani tijekom 
mjesec dana uzorkuje hipertrofiju adipocita u subkutanom i visceralnom masnom tkivu. Ako 
se životinje drže duže od mjesec dana na masnoj prehrani, dolazi do hiperplazije visceralnog 
masnog tkiva, ali nije zabilježena značajna adipogeneza u subkutanom odjeljku (55). U 
retroperitonealnom masnom tkivu Osborne-Mendel štakora hranjenih masnom dijetom tijekom 
9 tjedana dolazi do hiperplazije i hipertrofije adipocita, a nakon što su se štakori ponovno počeli 
hraniti standardnom laboratorijskom hranom opazio se gubitak na tjelesnoj masi i veličini 
adipocita, a broj je adipocita ostao nepromijenjen (80). U štakorskom modelu izgladnjivanja i 
ponovnog hranjenja bez inducirane hiperfagije kako bi se pratilo sustizanje u rastu u odnosu na 
kontrolnu skupinu, kod navedenih životinja povećao se broj adipocita dok je promjer bio manji 
tijekom prvih 15 dana ponovnog hranjenja (81). Ovo je značajan zaključak budući da je već 
otprije poznato da je promjer, za razliku od broja adipocita, obrnuto proporcionalan s 
inzulinskom osjetljivošću (82).  
Kod ljudi rano nastupanje pretilosti dovodi do hiperplazije masnog tkiva, a ako do 
povećanja tjelesne mase dođe u starijoj dobi većinom dolazi do hipertrofije postojećih adipocita 
(83). Spalding i sur. su uporabljujući 14C kao marker otkrili da je poluživot prosječnog adipocita 
8,3 godine i da je broj adipocita u odrasloj dobi uglavnom fiksan budući da je broj novonastalih 
adipocita u homeostazi sa smrću stanica (84), no s druge je strane pretilost povezana s većim 
obrtajem adipocita s obzirom na učestaliju apoptozu/nekrozu (85). 
 
1.5. Masno tkivo i upala 
 
Upalno se stanje potaknuto metaboličkim viškom razlikuje od klasične medicinske 
definicije inflamacije koja se opisuje crvenilom, otokom, vrućicom, boli i smanjenom 
funkcijom upaljenog tkiva. Upalni je poticaj kod pretilosti metaboličke prirode i uzorkovan je 
viškom hranjivih tvari, a upala se povezuje sa srčanožilnim oboljenjima i šećernom bolesti tipa 
2 (86). Metabolički signali iz specijaliziranih metaboličkih stanica kao što su adipociti 
započinju upalni proces (87).  
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Prvo je otkriće upale u masnome tkivu miševa bilo kada je dokazana povišena 
koncentracija TNF-α u tkivu i u samim adipocitima adipoznih miševa u odnosu na kontrolnu 
skupinu (88). Ekspresija TNF-α izraženija je u visceralnom nego u subkutanom masnome tkivu 
i proizvodi se u većoj količini od stanica stromovaskularne frakcije masnoga tkiva (kao što su 
makrofagi) nego od adipocita (89).  
Prema trenutnim saznanjima, u masnome tkivu kod upale dolazi ne samo do porasta 
razine TNF-α, nego i brojnih drugih proupalnih citokina kao što su interleukin 6 (IL-6), 
interleukin 1β (IL-1β), kemokin ligand 2 (CCL2, prema engl. C-C motif chemokine ligand 2), 
sustav komplementa i drugi (90). Iako je masno tkivo predominantan izvor proupalnih citokina, 
isti se kod pretilosti mogu naći i u drugim tkivima: gušterači, jetri, mozgu i mišiću (91).  
Unutarstanični uzrok ekspresije proupalnih citokina i poticanja upale u masnim tkivima 
se našao u aktivaciji c-Jun N-terminalne kinaze (JNK) i protein kinaze R (PKR) putem 
staničnog stresa uzorkovanog nakupljanjem lipida u pretilosti (92, 93). Ovi upalni signalni 
putevi reguliraju fosforilaciju proteina i transkripcijske čimbenike koji vode do proizvodnje 
proupalnih molekula (94).  
U pretilih ispitanika u usporedbi sa zdravom kontrolom dolazi i do aktivacije staničnih 
receptora kao što su inflamasom i Toll-like receptor (95). Inflamasom i sustav komplementa se 
aktiviraju putem tzv. molekularnih obrazaca povezanih uz opasnost i patogene (DAMPS i 
PAMPS). Aktivacija sustava komplementa dovodi do aktivacije komponente komplementa 3 
(C3), koja uzorkuje stvaranje C3a i puta terminalnih učinaka koji završavaju na C5a i C5b-9. 
Aktivacija inflamasoma uključuje stvaranje citosolnog multiproteinskog kompleksa koji 
aktivira kaspazu 1 koja cijepa pro-IL-1β u IL-1β. To su sve putevi na koje bi se moglo 
farmakološki utjecati (96).     
Uz poticanje upalnih procesa proupalnim citokinima putem adipocita, u pretilosti dolazi 
i do infiltracije masnoga tkiva upalnim stanicama. Endotelne adhezijske molekule (npr. 
ICAM-1 i VCAM-1) i kemoatraktanti vežu se za integrine i kemokinske receptore i mobiliziraju 
monocite i druge upalne stanice u masno tkivo. Brojni adipokini su potaknuti i mikrohipoksijom 
koja nastaje zbog ekspanzije adipocita već u ranom stadiju pretilosti i time manjom krvnom 
opskrbom tkiva (97–99). Tkivni se monociti zatim diferenciraju u makrofage i proizvode iste 
proupalne citokine koji su opisani prije u tekstu (100). Prema nekim studijama, masna tkiva 
mršavih ljudi i miševa sadrže oko 5 % makrofaga, a udio makrofaga u pretilih ljudi i miševa 
može biti do 50 % (101, 102). Pretilost kod ljudi i glodavaca povezana je s povećanom 
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količinom apoptotičnih i nekrotičnih adipocita kako u bijelom tako i u smeđem masnom tkivu. 
Većina makrofaga lokalizirana je oko mrtvih adipocita formirajući „crown-like structures“ 
(CLS) – „strukture oblika krune“ s obzirom na njihovu ulogu u fagocitozi brojnih molekula, u 
ovome slučaju rezidualnih masnih kapljica mrtvih adipocita (85, 103). Općenito, makrofagi 
mogu biti proupalni ili protuupalni (M1 ili M2 aktivacija). Masna tkiva pretilih miševa pokazuju 
povećanu količinu proupalne M1 populacije makrofaga, koja negativno utječe na inzulinsku 
osjetljivost (104), a nekoliko radova pokazuje pozitivnu korelaciju između CLS-a i veličine 
adipocita, no veći broj CLS-a u visceralnom u odnosu na subkutano masno tkivo kod glodavaca 
i ljudi i to unatoč manjim stanicama (105–107). Kod kroničnog gubitka tjelesne mase dolazi do 
smanjenja broja makrofaga u masnome tkivu, što se ne događa kod akutnog gubitka (0-7 dana) 
ili u dvadeset četverosatnom postu (108). 
U pretilim masnim tkivima osim broja makrofaga raste i broj mast i ubilačkih T-stanica 
(NKT, prema engl. natural killer T-cells), a raste i odnos CD8+ u odnosu na CD4+ T limfocite 
te se smanjuje broj imunosupresivnih T regulirajućih stanica (109, 110).  
Za razliku od akutne upalne reakcije kod koje dolazi do nastanka, odgovora i prestanka 
inflamacije, upalu kod pretilosti obilježava njen kronicitet, a do upale dolazi već i nakon 3 
tjedna hranjenja hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama (111), što je bitno kod 
proučavanja studija koje uključuju model masno hranjenih životinja.  
 
1.6. Obrazloženje uporabe glodavaca u ovom istraživanju  
 
Prema podatcima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo i Svjetske zdravstvene 
organizacije udio pretilih odraslih osoba i djece u stalnom je porastu. Centralna pretilost kao 
kronična bolest vrlo je često udružena s inzulinskom rezistencijom, hipertenzijom i 
dislipidemijom u vidu metaboličkog sindroma te samim time uzrokuje znatni trošak za 
zdravstveni sustav svake zemlje. 
Određivanje utjecaja masne prehrane u različitim stadijima razvoja počevši od fetalnog 
razvoja vrlo je zahtjevno kod ljudi, a prospektivne su studije takvog tipa dugotrajne. Uz 
genetiku i okolišni čimbenici ima veliki utjecaj na razvoj pretilosti kod ljudi, a to je čimbenik 
koji je kod ljudi teže kontrolirati.  
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Glodavci su već godinama uporabljivani kao model za istraživanje ljudskih bolesti kao 
što su hipertenzija, šećerna bolest i pretilost (112–114). Razvijeni su posebni genetički modeli 
pretilosti i šećerne bolesti kao što su db/db miševi, ob/ob miševi, Zucker i Otsuka Long-Evans 
Tokushima pretili štakori, što je korisno za proučavanje specifičnih metaboličkih puteva koji 
su potrebni za razvoj neke bolesti, no pretilost i metabolički sindrom u ljudi pod utjecajem su 
više gena. Recimo, Zucker štakori koji su model za pretilost i šećernu bolest imaju mutaciju 
receptorskog gena za leptin, a to je stanje koje je kod ljudi vrlo rijedak recesivni genetički 
poremećaj. Iz navedenog je razloga bolji odabir utjecaj na metabolizam putem modifikacije 
sastava hrane, a komplikacije koje se razviju kod glodavaca na prehrani bogatoj mastima sliče 
ljudskom metaboličkom sindromu (115–117). Budući da su fiziološki putevi regulacije apetita 
konzervirani u sisavaca, rezultati dobiveni životinjskim studijama mogu se prenijeti na ljude 
(118). Još jedan čimbenik koji je kod ljudi teže kontrolirati i zbog čega je logičniji odabir 
animalnoga modela, mogućnost je stroge kontrole unosa hrane. 
Majčina prehrana bogata zasićenim masnim kiselinama tijekom gestacije i laktacije 
utječe na fiziologiju hranjena u glodavaca. Kod štakora, kao i kod ljudi, masna prehrana majke 
te nastavak takve prehrane u potomaka uzrokuje brojne metaboličke promjene koje su već 
spomenute ranije (16–19). Samim time ovakav model studije može biti koristan za određivanje 






Prehrana majke tijekom trudnoće i laktacije te promjena režima prehrane kod muških 
potomaka štakora nakon toga perioda ima utjecaj na broj i površinu adipocita bijelog masnog 
tkiva te ekspresiju imunohistokemijskog bojenja masnog tkiva na TNF-α, kao i na razinu 
navedenog serumskog proupalnog citokina.   
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3. Ciljevi istraživanja 
 
Specifični su ciljevi istraživanja: 
 izmjeriti tjelesnu masu, dobitak na tjelesnoj masi i indeks tjelesne mase muških 
potomaka u svim skupinama životinja; 
 izmjeriti koncentraciju kolesterola, triglicerida i glukoze u serumu muških potomaka 
svih skupina; 
 odrediti koncentraciju adiponektina u serumu; 
 odrediti koncentraciju TNF-α u serumu; 
 kvantitativno i kvalitativno opisati morfologiju masnog tkiva u različitim odjeljcima 
bijelog masnog tkiva, odnosno utvrditi površinu i broj adipocita u ispitivanim 
odjeljcima bijelog masnog tkiva; 
 međusobno usporediti intenzitet imunohistokemijskog obojenja na TNF-α u svim 
skupinama životinja; 
 međusobno usporediti broj CD68 pozitivnih stanica po mm2 masnog tkiva u svim 
skupinama životinja; 
 testirati povezanost između intenziteta imunohistokemijskog obojenja na TNF-α i 




4. Materijal i metode 
 
4.1. Ustroj studije 
 
U istraživanju je uporabljeno deset ženki Sprague-Dawley (Rattus norvegicus) štakora. 
Navedene su štakorice u 9. tjednu starosti randomizirano podijeljene u dvije skupine. 
Randomizacija je bila jednostavna, što znači da je svaka štakorica imala jednaku mogućnost 
biti podijeljena u kontrolnu ili ispitivanu skupinu (119), a provela se putem generatora slučajnih 
brojeva na internetskoj stranici https://www.randomizer.org (120). Svakoj je životinji 
dodijeljen kod (kombinacija slova i broja) kojim je označena kao jedinka i koji je uporabljen 
prilikom randomizacije.  
Jedna je skupina štakorica bila hranjena standardnom laboratorijskom hranom 
(Mucedolla, Italija) (CD skupina; n = 5), a druga je skupina hranjena hranom bogatom 
zasićenim masnim kiselinama (Žito d.o.o., Hrvatska) (HFD skupina; n = 5). Dijeta bogata 
zasićenim masnim kiselinama osmišljena je uz pomoć prehrambenog tehnologa Tomislava 
Ivankovića iz tvrtke Žito d.o.o. te proizvedena u kontroliranim uvjetima slijedeći upute o 
laboratorijskoj hrani u sklopu istraživanja na laboratorijskim životinjama i u skladu sa 
zakonima Europske Unije i Republike Hrvatske (Narodne novine br. 135/06, 37/13, 125/13, 
članak 40) (121). Smjesa je osmišljena po uzoru na tzv. „zapadnjačku“ dijetu u kojoj je opisani 
ukupni udio masti bio do 33 %, odnosno najviše do 45 % (122). Za razliku od palminog ulja u 
osmišljenoj masnoj dijeti koje sadrži 48,8 % zasićenih masnih kiselina (43,5 % palmitinske 
kiseline, 4,3 % stearinske kiseline, 1 % miristične kiseline), sojino ulje koje se nalazi u 
kontrolnoj dijeti na 100 g sadrži 58 g nezasićenih masnih kiselina. Veliki udio zasićenih masnih 
kiselina u prehrani prema do sada učinjenim studijama uzrokuje porast tjelesne mase, 
hiperkolesterolemiju LDL tipa, inzulinsku rezistenciju i veći rizik od nastanka srčane 
krvnožilne bolesti (122–125).  
Ovo se istraživanje koncentriralo na muške potomke budući da studije s obzirom na 
drukčiji hormonalni status među spolovima pokazuju učestaliju perifernu pretilost kod žena, 
odnosno akumulaciju subkutanog masnog tkiva koje nije uzrok povećanog rizika za razvoj 
metaboličkog sindroma, a omjer subkutanog i viceralnog masnog tkiva smanjuje se ulaskom u 
menopauzu (126). Također, prilikom ekspanzije masnog tkiva kod osoba ženskog spola, kao i 
kod normalno teških osoba, postoji veća sklonost za zdraviji tip ekspanzije kroz hiperplaziju, 
za razliku od muških i pretilih subjekata (127). Za razliku od toga, muškarci su skloniji 
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centralnoj ili abdominalnoj pretilosti, koja se sastoji od nakupljanja visceralnog masnog tkiva i 
povezana je s većim rizikom za nastanak šećerne bolesti tipa 2, povišenog krvnog tlaka i 
krvnožilnih bolesti (128). To nije u tolikoj mjeri izraženo kod glodavaca, no dokazano je da 
ženke štakora imaju veću koncentraciju leptina u serumu u odnosu na mužjake, hormona koji 
inhibira glad, te veću osjetljivost mozga na navedeni hormon što generalno dovodi do veće 
akumulacije masnoga tkiva bez obzira na režim hranjenja (129). 
U Tablici 4.1. naveden je sastav dijeta koje su uporabljene u pokusu. 
 
Tablica 4.1. Sastav dijeta primijenjenih kod hranjenja kontrolnih i eksperimentalnih skupina 
štakora. 
Udio namirnice u dijeti CD* HFD† 
% 
≤ 14 tjedana 
starosti 
> 14 tjedana 
starosti 
 
Žitarice 53,7 66,5 30 




Proteini životinjskog porijekla 4,7 3,5 
Stočna hrana‡ 3,0 7,5 9,7 
Mješavina vitamina i minerala§ 4,1 3,2 3,9 
Masti (sojino ulje) 1,4 0,4 28¶ 
Aminokiseline|| 0,1 0,1 0,1 
* standardna laboratorijska hrana 
† hrana bogata zasićenim masnim kiselinama 
‡ kukuruz, sojina sačma, dehidrirana lucerna, stočni kvasac, kukuruzni gluten, stočna kreda, 
sol, monokalcijev fosfat, melasa, magnezijev oksid 
§ vitamin D3 i vitamin A, željezo, bakar, mangan, kobalt, cink i jod 
|| lizin, metionin, cistein, triptofan, arginin, valin, izoleucin, treonin 
¶ masnoće u obliku palmina ulja 
 
S navršenih 15 tjedana starosti štakorice su parene s istim mužjakom kako bi se izbjegao 
genetički diverzitet potomaka te utjecaj istoga na rezultate. Nakon 21 dana graviditeta leglo je 
smanjeno na jednak broj potomaka (n = 12) kako ne bi došlo do različitog odgovora s obzirom 
na veličinu legla. 
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Nakon graviditeta i laktacije u trajanju od, također 21 dana, muški su potomci 
randomizirano podijeljeni u četiri skupine na isti način koji je opisan kod podjele majki, od 
kojih je polovica hranjena standardnom laboratorijskom hranom, a polovica hranom bogatom 
zasićenim masnim kiselinama (Slika 4.1.): 
1) CD-CD skupina (potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih 
standardnom laboratorijskom hranom, n = 6),  
2) CD-HFD skupina (potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki 
hranjenih standardnom laboratorijskom hranom, n = 6), 
3) HFD-CD skupina (potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih 
hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama, n = 6),  
4) HFD-HFD skupina (potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki 
hranjenih hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama, n = 6). 
 
 
Pokus je osmišljen kao randomizirani kontrolirani pokus (130). 
Muški potomci različitih skupina smješteni su u odvojene kaveze prostorija Vivarija 
Medicinskog fakulteta Osijek i držani su u kontroliranim temperaturnim uvjetima (temperatura 
prostorije 22 °C) uz ciklus svjetla i mraka s izmjenom svakih 12 sati (paljenje svjetla u 6 sati). 
Štakori koji su bili hranjeni standardnom laboratorijskom hranom (CD-CD i HFD-CD skupina) 
imali su slobodan pristup hrani i vodi, a skupinama potomaka koji su hranjeni hranom bogatom 
zasićenim masnim kiselinama (CD-HFD i HFD-HFD skupina) hrana je davana u 9 i u 16 sati 
Slika 4.1. Prikaz protokola studije. CD-CD (majka i potomci hranjeni standardnom 
laboratorijskom hranom), CD-HFD (masno hranjeni potomci standardno hranjenih majki),  
HFD-CD (standardno hranjeni potomci masno hranjenih majki) i HFD-HFD (majka i potomci 
hranjeni masnom hranom). 
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svakodnevno (ukupno 30 g dnevno). Tako se želio prevenirati nastanak pretilosti uzrokovan 
pretjeranim unosom masne hrane (131). 
U 22. tjednu starosti životinje su žrtvovane injekcijom koktela ketamina 75 mg/kg 
(Ketanest S 25 mg/mL, 2 mL, Pfizer) i midazolama 0,5 mg/kg (Midazolam Torrex 5 mg/mL, 3 
mL, Torrex Chiesi Pharma).  
Istraživanje je odobrilo Etičko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Osijek (klasa: 
602-04/14-08/06, ur. broj: 2158-61-07-14-13) i Ministarstvo poljoprivrede (klasa: UP/I-322-
01/11-01/150, ur. broj: 525-06-1-0255/12-2) te je usklađeno prema Europskim direktivama o 
zaštiti životinja koje se koriste za znanstvene svrhe (Direktiva 210/63/EU). Uzgoj i provođenje 
istraživanja vođeno je od strane znanstvenih novaka-asistenata Katedre za anatomiju i 
neuroznanost koji posjeduju licencu za rad s laboratorijskim životinjama u znanstvene svrhe. 
 
4.2. Uzimanje uzoraka za ispitivanje 
 
Nakon anestezije štakorima je uzimana krv iz ventrikula putem interkostalne punkcije 
(132), 30 min je ostavljena na sobnoj temperaturi, potom je centrifugirana na 3000 o./min 15 
min, a serum smrznut na -20 °C.  
Nakon toga izolirano je bijelo masno tkivo iz triju odjeljaka: subkutanog, i dva odjeljka 
visceralnog masnog tkiva: epididimalnog i perirenalnog (133).  
 
4.2.1. Mjerenje tjelesne mase i računanje indeksa tjelesne mase 
 
Tjelesna se masa mjerila periodički, prvi puta u 4. tjednu života (nakon laktacije i 
odvajanja od majke), u 8. (pubertet) i 18. tjednu (zrela jedinka) (134) te posljednji puta u 
trenutku žrtvovanja (22. tjedan života), tako da su potomci vagani Beurer KS 22 vagom 
(Peking, Kina). Mjerena je i duljina goljenične kosti mikrometarskim kaliperom od tuberositas 
tibiae do malleolus medialisa u 22. tjednu života te je tada računat indeks tjelesne mase 
uporabljujući pojednostavljenu formulu: tjelesna masa (g)/(2 x ukupna duljina goljenične 
kosti)2 (mm²) (135, 136). Ukupni je dobitak na tjelesnoj masi izračunat formulom: tjelesna masa 




4.2.2. Biokemijska analiza 
 
Iz seruma se koncentracija kolesterola (Beckman Coulter, Inc., OSR 6216, Indianapolis, 
SAD), triglicerida (Beckman Coulter, Inc., OSR 61118, Indianapolis, SAD) i glukoze 
(Beckman Coulter, Inc., OSR 6221, Indianapolis, SAD) odredila komercijalnim kitovima 
indirektnim spektrofotometrijskim određivanjem na Zavodu za kliničku laboratorijsku 
dijagnostiku Kliničkog bolničkog centra Osijek (137). 
Koncentracija adiponektina određena je putem ELISA kita dostupnoga na tržištu za 
određivanje navedenog parametra kod štakora (Demeditec Diagnostics GmbH, Adiponectin rat 
ELISA, Kiel-Wellsee, Njemačka). 
Koncentracija  TNF-α u serumu određena je pomoću ELISA kita dostupnoga na tržištu 
za određivanje TNF-α kod štakora (BioVendor, Laboratory medicine, Češka) prema preporuci 
i protokolu proizvođača. 
Uzorci su se mjerili u duplikatima zbog što točnijeg rezultata i zatim očitavali pomoću 
čitača mikrotitarskih pločica (ELISA) – BioRad 93200 PR3100 TSC Microplate Reader u 
Laboratoriju za molekularnu i kliničku imunologiju Katedre za fiziologiju i imunologiju 
Medicinskog fakulteta Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku. 
 
 
4.2.3. Histomorfometrija masnog tkiva 
 
Bijelo je masno tkivo izolirano iz triju odjeljaka – subkutanog, epididimalnog i 
perirenalnog, uzorci su  fiksirani u formalinu i uklopljeni u parafin. Načinili su se prerezi 
debljine 6 µm rabeći Leica RM550 kružni mikrotom (Leica, Beč, Austrija) te su presjeci 
obojeni histološkom bojom hemalaunom i eozinom. Mikroskopiranje uzoraka izvršeno je na 
Katedri za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta Sveučilišta Josipa Jurja 
Strossmayera u Osijeku rabeći Olympus® BX-50 mikroskop (Olympus, Tokio, Japan) i 
Olympus C-5050 digitalnu kameru (Olympus, Tokio, Japan) koji su povezani na osobno 
računalo. Digitalne su slike usnimljene s povećanjem od 20 x te je potom izvršeno mjerenje.  
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Od 1968. g. opisivala se morfometrija adipocita metodom mućkanja masnog tkiva u 
mućkalici s kolagenazom kako bi se odvojile pojedine stanice koje su zatim fiksirane u 
trikoloroctenoj kiselini i glutaraldehidu ili osmiju, a promjer i broj stanica određeni su putem 
Zeiss analizatora ili Coulter brojača (138). No, kod fiksiranja stanica trikloroctenom kiselinom 
i glutardehidom dolazi do destrukcije stanice kod velikih adipocita, a osmij, uz činjenicu da je 
toksičan, uzrokuje edem stanica. Sam postupak uporabe kolagenaze, razdvajanja stanica putem 
mreže i centrifugiranja može oštetiti ili izostaviti određene stanice (139). Iz navedenih razloga 
u ovom je istraživanju rabljena poluautomatska histomorfometrijska analiza histološki obojenih 
parafinskih rezova za koju je potrebna samo standardna i sigurna laboratorijska oprema. 
Za histomorfometrijsku se analizu masnih tkiva rabio program CellProfiler v. 2.1.1 
(Anne E. Carpenter, Thouis R. Jones & Lee Kamentsky), besplatni softver za histomorfometriju 
i fenotipizaciju stanica dostupan na stranici http://www.cellprofiler.org (140–143).  
Protokol analize sastoji se od nekoliko modula kako bi se izdvojili rubni obrisi stanica i 
izmjerila površina svakog pojedinog adipocita.  
Prvi je korak pretvaranje slike u boji u sivu cijepanjem crvenih, zelenih i plavih kanala 
u trima odvojenim slikama u sivim tonovima. Zatim su područja pojačanog intenziteta u odnosu 
na neposredne susjedne strukture, tzv. „pjega“ (engl. speckle) dodatno pojačana uporabom 
bijelog tophat filtera. U ovome slučaju pjega najčešće odgovara adipocitu. 
Drugi je korak identificiranje adipocita. To je učinjeno pomoću modula „Primary 
Object Identification“. Masne su stanice identificirane na temelju praga intenziteta i raspona 
promjera. Raspon promjera postavljen je ručno na oko 40-220 piksela (najmanja i najveća 
vrijednost) na temelju mjerenja koji su prethodili analizi. Objekti izvan raspona promjera, kao 
i oni koji su dodirivali granicu slike bili su odbačeni. Za određivanje praga intenziteta rabio se 
modificirani Otsu postupak, dobivši tri kanala različitog intenziteta: „Foreground“ („prvi 
plan“), „Middle Intensity“ („srednji intenzitet“) i „Background“ („pozadina“). Srednji intenzitet 
pridružen je pozadini kako bi se uklonilo vezivno tkivo, krvne žile i strukture koje ne 
odgovaraju masnim stanicama. Donja i gornja granica praga intenziteta postavljene su ručno na 
0,7 i 1,0, a ukoliko je bilo neophodno granica je kasnije dodatno modificirana. U slučajevima 
kada je zbog gradijenta intenziteta jedan adipocit identificiran kao dva ili više objekata 
uporabljen je modul „Object Numbers Reassignment“ za spajanje objekata u jednu stanicu. 
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Završni je korak bilo mjerenje površine adipocita rabeći modul „Objects Size/Shape 
Measurement“ (Slika 4.2.). Rezultati su dobiveni u pikselima, a za pretvorbu u kvadratne 
mikrometre (µm2) korišten je izvorni mikrograf s mikrometrom. 
Iz dobivenih površina i ukupnog broja adipocita na preparatu izračunat je broj adipocita 
po jedinici površine (/µm2). 
Adipociti su podijeljeni u deset razreda ovisno o njihovoj površini u µm2 prema uzoru 
na istraživanje Strissel i sur. (105) (1. površina do 1999 µm2, 2. površina 2000-2999 µm2, 3. 
površina 3000-3999 µm2, 4. površina 4000-4999 µm2, 5. površina 5000-5999 µm2, 6. površina 
6000-6999 µm2, 7. površina 7000-7999 µm2, 8. površina 8000-8999 µm2, 9. površina 9000-
10000 µm2 i 10. površina > 10000 µm2), nakon čega je izračunat postotak adipocita u 







Slika 4.2. Prikaz obrade slike programom CellProfiler. S lijeve se strane vidi histološki preparat 
masnoga tkiva obojenog hemalaunom i eozinom, a s desne strane gotova obrada programom 
gdje su okruženi i označeni svi pojedinačni adipociti. 
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4.2.4. Imunohistokemijska bojenja masnih tkiva  
 
4.2.4.1. Imunohistokemijsko bojenje na TNF-α 
 
Prerezi debljine 6 µm učinjeni Leica RM550 kružnim mikrotomom (Leica, Beč, 
Austrija) nanošeni su na adhezivna predmetna stakla Dako (Dako, Agilent Pathology Solutions, 
Santa Clara, SAD). Deparafinirani su kroz niz otopina: 100 % ksilol 2x30 min, 100 % etilni 
alkohol 2x5 min, 96 % etilni alkohol 2x5 min, 70 % etilni alkohol 2x5 min i zatim stavljeni 
kratko u H2O. Nakon toga blokirana je endogena peroksidaza 0,3 postotnim vodikovim 
peroksidom (H2O2) tijekom 15 min i učinjeno je izlaganje epitopa u citratnom puferu (pH 6,0) 
zagrijavanjem 3 min u mikrovalnoj pećnici. Blokiranje nespecifičnog vezanja učinilo se putem 
Super Block serum-free protein blocking buffera (Thermo Scientific, Rockford, SAD) na 
sobnoj temperaturi tijekom 30 min. Primarno poliklonalno zečje anti-TNF-α protutijelo 
(ab66579, Abcam Cambridge, Ujedinjeno kraljevstvo) (144–146) nanosilo se u koncentraciji 
1:200 te je uslijedila inkubacija rezova na 4 °C preko noći, dok se na negativne kontrole nanosio 
PBS (pH 7,4) bez primarnog protutijela. Nakon inkubacije s primarnim protutijelom, rezovi su 
se ispirali u PBS-u u koji je dodan Tween (0,05 %) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) 
4 puta po 5 minuta. Nakon toga naneseno je sekundarno konjugirano kozje anti-zečje IgG H&L 
(HRP) protutijelo (ab97051, Abcam Cambridge, Ujedinjeno kraljevstvo) u razrjeđenju 1:200. 
Sekundarno protutijelo stajalo je 30 min na sobnoj temperaturi nakon čega je uslijedilo još četiri 
ispiranja po 5 min u PBS-u s 0,05 % Tweena. Nakon toga nanesena je otopina 3,3'- 
diaminobenzidina (DAB) pripremljena iz seta otopina DAB Peroxidase Substrate Kit  (Vector 
Laboratories, Burlingame, SAD) i ostavljena najduže 2 min. Ponovno je uslijedilo ispiranje 
četiri puta po 5 min u PBS-u s 0,05 % Tweena, a zatim su rezovi obojeni hemalaunom i 
dehidrirani alkoholima (70 % etilni alkohol dva puta po 15 min, 96 % etilni alkohol dva puta 
po 15 minuta, 100 % ksilol dva puta po 20 min). Naposljetku je nanesen Canada balzam 
(Kremer Pigmente GmbH & Co. KG, Aichstetten, Njemačka) i stavljeno pokrovno staklo. 
Postupak je proveden na Katedri za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta 
Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku. Uzorci su fotografirani Olympus C-5050 
digitalnom kamerom (Olympus, Tokio, Japan) spojenom na Olympus® BX-50 mikroskop 
(Olympus, Tokio, Japan) na Katedri za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta 
Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku. 
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4.2.4.2. Imunohistokemijsko bojenje na CD68 
 
CD68 glikolizirani je membranski protein težine 119 kDa u uskoj vezi s obitelji 
lizosomno poveznih mucin-sličnih membranskih proteina i najčešće je rabljeni dijagnostički 
marker za identifikaciju makrofaga (147). Iako je CD68 predominantno smješten na 
lizosomnim membranama, djelomično se nalazi i na površini stanice (148). 
Imunohistokemijska ekspresija CD68 može se vidjeti u makrofagima, monocitima, 
neutrofilima, bazofilima, velikim limfocitima, mijeloidnim prekursorima, osteoklastima, mast 
i sinovijalnim stanicama, Langerhansovim stanicama, sarkomima i malignom melanomu (149). 
Postupak imunohistokemijskog bojenja na CD68 proveden je na Kliničkom zavodu za 
patologiju i sudsku medicinu Kliničke bolnice Osijek u Ventana BenchMark Ultra uređaju 
(Ventana Medical System, Inc., Arizona, SAD). Ventana BenchMark Ultra sustav je koji 
potpuno automatiziranim načinom rada imitira ručni način bojenja tkiva koji se rutinski rabi u 
imunohistokemiji te kapilarno nakapava protutijela i otopine. Programska podrška podržava 
ustaljeni protokol bojenja tkiva putem radnih stanica koje su umrežene ili putem samostalne 
konfiguracije.  
Prilikom registracije protutijela CD68 u sustav Ventana BenchMark Ultra unesen je 
njegov protokol u uređaj. Svako je stakalce u uređaju prilikom unošenja protokola za njega 
dobilo svoj barkod, a cjelokupan proces rada uređaj kontrolira temeljem postavljenog barkoda 
te se svaki korak u procesu obavlja temeljem podataka unešenih barkodom u uređaj. Izrezano i 
osušeno predmetno stakalce s parafinskim rezom preparata uložilo se u uređaj te se u njemu 
obavila potpuno automatizirana deparafinizacija pomoću EZ Prep koncentrata (LOT 206236-
01, REF 950-102) koji se razrijedio u omjeru 1:10, postavio u spremnik, a zatim ga je uređaj 
pumpom nanosio na preparat. 
CD68 rađen je pomoću Ultra View Universal DAB Detection kita (REF 760-500, LOT 
G07369) od istog proizvođača kao i uređaj. Kit se sastoji od pet dispenzora u kojima se nalaze 
sljedeće otopine: UltraView Universal DAB Inhibitor (3 % H2O2), UltraView Universal HRP 
Multimer, UltraView Universal DAB Chromogen (0,2 % DAB), UltraView DAB H2O2 (0,4 % 
H2O2) te UltraView Universal DAB Copper (CuSO4 g/L). 
Nakon deparafinizacije slijedilo je ispiranje puferom za reakcije koji je razrijeđen tako 
da se 2 L reakcijskog pufera razrijedilo s 18 L destilirane vode (REF 950-300, LOT D05414). 
Razrijeđeni se pufer odložio u spremnik iz kojega uređaj povlači otopinu. 
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Inhibicija endogene peroksidaze obavila se UltraView Universal DAB Inhibitorom (3 % 
H2O2) tijekom 10 minuta. Nakon toga slijedilo je ispiranje u puferu za reakcije. Razotkrivanje 
antigena u tkivu kao mogućeg mjesta vezivanja radilo se tako da uređaj je nakapavao Ultra CC1 
(Ultra Cell Conditioner 1, pH 8,4) 30 minuta, a nakon toga se preparat ponovno isprao puferom 
za reakcije. Slijedilo je primarno anti-CD68 mišje monoklonalno protutijelo klase IgG1 kapa 
(CONFIRM anti-CD68 (KP-1), Ventana Medical System, Inc., Arizona, SAD) u razrijeđenju 
omjera 1:200 koje je stajalo na preparatu 30 minuta. Nakon toga slijedilo je ispiranje u puferu 
za reakcije. Razotkrivanje vezanih mjesta antigen-antitijelo pojačalo se Ultraview Universal 
HRP Multimerom te se preparat ponovno isprao puferom za reakcije. 
Markiranje vezanih mjesta bojilo se UltraView DAB Chromogenom i Ultra View 
Universal DAB Copperom tijekom 5 minuta. Nakon ponovnog ispiranja u puferu za reakcije 
preparati su se bojili hemalaunom, ispirali destiliranom vodom, rehidrirali u rastućem nizu 
alkohola (70 %, 96 %, apsolutni alkohol), bistrili zamjenom ksilena, a nakon bistrenja su se 
pokrili u automatskom pokrivaču Dako Sakura (Dako, Agilent Pathology Solutions, Santa 
Clara, SAD).  
Nakon postupka, uzorci su fotografirani Olympus DP70 digitalnom kamerom 
(Olympus, Tokio, Japan) spojenom na Zeiss Axioskop 2 MOT mikroskop (Carl Zeiss 
Microscopy, LLC, NY, SAD) na Katedri za medicinsku biologiju i genetiku Medicinskog 
fakulteta Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.  
 
4.2.5. Semikvantifikacija intenziteta imunohistokemijskog bojenja 
 
Nakon bojenja, svjetlosnim je mikroskopom analizirana pozitivna reakcija na navedena 
protutijela semikvantitativnom analizom.  
Intenzitet imunohistokemijskog bojanja na TNF-α semikvantificirao se rabeći skalu 0-3 
(0 – bez intenziteta, 1 – slab intenzitet, 2 – srednji intenzitet, 3 – jak intenzitet bojenja). 
Svjetlosnim mikroskopom analizirana su četiri preparata po grupi i odjeljku masnog tkiva u 
trima poljima pod povećanjem 100 x od strane tri neovisna istraživača, a srednja vrijednost 
mjerenja uključena je u statističku analizu. 
Kod imunohistokemijskog bojenja tkiva s CD68 protutijelom utvrdio se broj CD68 
pozitivnih stanica (smeđe obojenje) u kvadratnom milimetru tkiva, svjetlosnim mikroskopom 
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Olympus CX40 (Olympus, Tokio, Japan), na šest velikih vidnih povećanja mikroskopa, 
tipičnog povećanja okulara 10 x i objektiva 40 x (vidno polje od približno 0,17 mm2) (150).   
 
4.3. Statistička analiza 
 
Za statističku su se analizu rabili programi Dell Statistica (inačica 13, Dell Inc., Tulsa, 
SAD) i IBM SPSS Statistics (inačica 21, IBM Corporation, NY, SAD).  
Za uočavanje učinka od 0,25 ± 0,1 uz α = 0,05 i snagu testa 0,8 potrebna je veličina 
uzorka od najmanje pet životinja po skupini (151). Numerički su podatci izraženi medijanom i 
granicama interkvartilnog raspona, a grafički Whisker bar grafovima. Normalnost raspodjele 
numeričkih podataka testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Zbog asimetrične raspodjele te s 
obzirom na ograničen broj štakora po skupini zbog zakonskih odredbi za uporabu životinja u 
znanstvene svrhe rabljeni su neparametrijski testovi. Razlike numeričkih varijabli svih četiriju 
nezavisnih skupina testirane su Kruskal-Wallisovim testom uz post hoc Mann-Whitneyjev U 
test i Bonferronijevu korekciju. Povezanost numeričkih varijabli ocijenjena je Spearmanovim 
koeficijentom korelacije ρ (rho). Statistička značajnost ocjenjivana je zaključivanjem s obzirom 
na dobivenu P vrijednost u usporedbi s razinom značajnosti α = 0,05 pri čemu se vrijednosti 





5.1. Tjelesna masa, dobitak na tjelesnoj masi i indeks tjelesne mase 
 
Tjelesna je masa u 4. tjednu starosti nakon laktacije i odvajanja od majke bila veća u 
skupinama u kojima je majka bila hranjena standardnom laboratorijskom hranom (CD-CD i 
CD-HFD) nego hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama (HFD-CD i HFD-HFD) (Slika 
5.1.). Najmanja zabilježena tjelesna masa bila je u HFD-HFD skupini (57,90 (53,10 – 74,80) 
g), a najveća u CD-HFD skupini (78,05 (76,50 – 85,00) g). Kruskal-Wallisovim testom 
pokazana je značajna razlika u tjelesnoj masi u 4. tjednu starosti među skupinama (P = 0,009), 
a post hoc analizom pronađena je značajno veća masa muških potomaka štakora CD-HFD 
skupine u odnosu na HFD-CD skupinu (P = 0,012, Man-Whitneyjev U test) (Slika 5.1.). 
U 8. i 18. tjednu starosti najmanju izmjerenu tjelesnu masu imali su muški potomci 
HFD-CD skupine, a najveću CD-CD skupine (Slika 5.1.). Kruskal-Wallisovim testom dobivena 
je značajna razlika u tjelesnoj masi među skupinama u oba spomenuta tjedna života (P = 0,002 
za 8. tjedan i P = 0,02 za 18. tjedan). U 8. je tjednu skupina HFD-CD (149,00 (147,00 – 153,00) 
g) imala značajno nižu tjelesnu masu u usporedbi sa svim ostalim skupinama (P = 0,012, Man-
Whitneyjev U test), dok je u 18. tjednu već spomenuta skupina HFD-CD imala značajno nižu 
tjelesnu masu (249,50 (240,00 – 251,00) g) uspoređujući je s HFD-HFD skupinom (P = 0,012, 
Man-Whitneyjev U test) (Slika 5.1.).  
U 22. tjednu starosti tjelesna masa muških potomaka štakora bila je viša u skupinama 
hranjenim standardnom laboratorijskom hranom (CD-CD i HFD-CD) nego masnom hranom 
(Slika 5.3.), pri čemu su štakori bili najteži u HFD-CD skupini (402,00 (357,20 – 410,00) g). 
Najlakši su bili muški potomci HFD-HFD skupine (335,50 (333,50 – 343,00) g). Postoji 
značajna razlika uspoređujući tjelesne mase među skupinama (P = 0,026, Kruskal-Wallisov 
test), a kontrolna skupina ima značajno višu tjelesnu masu u odnosu na CD-HFD skupinu 





Uspoređujući početnu i konačnu masu najveći dobitak na tjelesnoj masi tijekom 
eksperimenta imale su skupine muških potomaka majki koje su bile hranjene masnom hranom 
(Slika 5.2.), a razlike između skupina bile su značajne (P = 0,022, Kruskal-Wallisov test). 
Najveći dobitak na tjelesnoj masi imala je skupina HFD-CD (478,10 (446,27 – 507,46) %), 
odmah praćena skupinom HFD-HFD, a najmanji dobitak na tjelesnoj masi imala je skupina 
CD-HFD (332,66 (313,22 – 348,37) %). Skupina CD-HFD pokazala je značajno manji dobitak 
Slika 5.1. Tjelesna masa 4.-22. tjedna starosti kod muških potomaka štakora. 
* Man-Whitneyjev U test, P = 0,012 
† muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom 
hranom 
‡ muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom 
laboratorijskom hranom 
§ muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama 
|| muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom 




na tjelesnoj masi kada je uspoređena s kontrolnom skupinom (P = 0,012, Mann-Whitneyjev U 
test) i skupinom HFD-CD (P = 0,012, Mann-Whitneyjev U test) (Slika 5.2.). 
 
 
Indeks tjelesne mase bio je najmanji u HFD-CD skupini (0,051 (0,049 – 0,052) g/mm²), 
a najveći u HFD-HFD skupini (0,059 (0,047 – 0,059) g/mm²). Indeks je tjelesne mase u 
kontrolnoj skupini iznosio 0,055 (0,049 – 0,059) g/mm², a u CD-HFD skupini 0,053 (0,050 – 
0,054) g/mm². Statističkom analizom nije nađena značajna razlika u indeksu tjelesne mase 
između skupina (P = 0,473, Kruskal-Wallisov test). 
Slika 5.2. Ukupni dobitak na tjelesnoj masi muških potomaka štakora tijekom eksperimenta. 
* Man-Whitneyjev U test 
† muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom 
hranom 
‡ muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom 
laboratorijskom hranom 
§ muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama 
|| muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom 




5.2. Kolesterol, trigliceridi, glukoza, adiponektin i TNF-α u serumu 
 
Najviša koncentracija kolesterola u serumu izmjerena je kod potomaka hranjenih 
hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama (Slika 5.3.) pri čemu je najviša bila u 
HFD-HFD skupini (2,45 (2,35 – 2,74) mmol/L), a nakon toga u CD-HFD skupini (2,31 (2,10 – 
2,53) mmol/L). Najniža serumska koncentracija kolesterola izmjerena je u kontrolnoj skupini 
(1,85 (1,67 – 1,95) mmol/L). Kruskal-Wallisovim testom pokazana je značajna razlika u 
koncentraciji kolesterola među skupinama (P = 0,004). Skupina HFD-HFD imala je značajno 
višu razinu kolesterola u usporedbi s kontrolnom skupinom (P = 0,024, Mann-Whitneyjev U 
test) (Slika 5.3).  
 
Slika 5.3. Koncentracija kolesterola u serumu muških potomaka štakora nakon 22 tjedna 
hranjenja standardnom laboratorijskom hranom ili masnom ishranom. 
* Man-Whitneyjev U test 
† muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom 
hranom 
‡ muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom 
laboratorijskom hranom 
§ muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama 
|| muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom 
zasićenim masnim kiselinama 
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 Trigliceridi su u serumu bili najniži u CD-HFD skupini, a najviši u HFD-HFD skupini. 
Općenito su muški potomci majki koje su bile hranjene masnom hranom imali više serumske 
razine triglicerida (1,03 (0,87 – 1,27) mmol/L u HFD-CD skupini i 1,12 (1,03 – 1,15) mmol/L 
u HFD-HFD skupini) u odnosu na potomke majki hranjenih standardnom laboratorijskom 
hranom (0,78 (0,74 – 0,95) mmol/L u CD-HFD skupini i 0,83 (0,81 – 0,84) mmol/L u CD-CD 
skupini), no razlika između skupina nije bila značajna (P = 0,086, Kruskal-Wallisov test).  
Glukoza je iznosila 10,25 (9,00 – 10,90) mmol/L u CD-CD skupini, 9,35 (7,20 – 9,70) 
mmol/L u CD-HFD skupini, 9,95 (8,30 – 12,10) mmol/L u HFD-CD skupini te 8,90 (7,95 – 
10,70) mmol/L u HFD-HFD skupini. Skupine potomaka hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama (CD-HFD i HFD-HFD) imale su nešto niže razine glukoze u serumu u 
odnosu na skupine potomaka hranjenih kontrolnom dijetom (CD-CD i HFD-CD), no 
usporedbom među skupinama nije bilo značajne razlike (P = 0,652, Kruskal-Wallisov test). 
Najviša je koncentracija adiponektina izmjerena u CD-HFD skupini (16,97 (16,42 – 
17,15) µL/ml), a najniža u kontrolnoj skupini (15,91 (15,08 – 16,19) µL/ml). Koncentracija je 
adiponektina u serumu HFD-CD skupine iznosila 16,18 (14,43 – 16,65) µL/ml, a 16,40 (14,58 
– 17,05) µL/ml kod HFD-HFD skupine. Općenito je koncentracija adiponektina u serumu bila 
nešto viša u skupinama kod kojih su potomci bili hranjeni masnom hranom, no usporedbom 
skupina nije nađena značajna razlika (P = 0,097, Kruskal-Wallisov test). 
Utvrđena je značajna razlika u koncentraciji TNF-α u serumu između skupina 
(P = 0,027, Kruskal-Wallisov test). Koncentracija je TNF-α bila najviša u skupini CD-HFD 
(62,19 (57,72 – 63,37) pg/ml), što je prema post hoc analizi bilo značajno više u usporedbi sa 
skupinom s najnižom koncentracijom TNF-α (51,27 (49,33 – 52,22) pg/ml), tj. CD-CD 





Slika 5.4. Koncentracija TNF-α u serumu muških potomaka štakora nakon 22 tjedna hranjenja 
standardnom laboratorijskom hranom ili masnom ishranom. 
* Man-Whitneyjev U test 
† muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom 
hranom 
‡ muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom 
laboratorijskom hranom 
§ muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama 
|| muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom 
zasićenim masnim kiselinama 
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5.3. Histomorfometrija masnih tkiva 
 
5.3.1. Subkutano masno tkivo 
 
Srednja vrijednost površine adipocita subkutanog masnog tkiva bila je veća u skupinama 
s promijenjenom prenatalnom i postnatalnom prehranom (CD-HFD i HFD-CD) nego u 
skupinama u kojima tip prehrane nije bio mijenjan (CD-CD i HFD-HFD) (Tablica 5.1., Slika 
5.5.). Najveću površinu stanice imala je skupina CD-HFD, a najmanju površinu skupina HFD-
HFD, no bez statističke značajnosti između svih skupina (P = 0,138, Kruskal-Wallisov test) 
(Tablica 5.1.). 
Broj adipocita po jedinici površine obrnuto proporcionalno je korelirao s površinom 
adipocita pa je tako najmanji broj adipocita zabilježen u CD-HFD skupini, a najveći u HFD-
HFD skupini (Tablica 5.1., Slika 5.5.). Kruskal-Wallisovim testom nije nađena značajna razlika 
u broju adipocita između skupina (P = 0,086, Tablica 5.1.). 
 
Tablica 5.1. Srednja vrijednost površine i broj adipocita subkutanog masnog tkiva muških 
potomaka štakora u 22. tjednu starosti. 
Medijan (interkvartilni raspon) 
 Površina adipocita (µm2) Broj adipocita po jedinici površine  
(x 10-4 /µm2) 
CD-CD† 2273,29 (2113,56 – 2550,25) 3,53 (3,42 – 3,59) 
CD-HFD‡ 2713,87 (2202,79 – 3242,62) 3,20 (2,34 – 3,74) 
HFD-CD§ 2653,19 (1955,36 – 3136,01) 3,22 (2,55 – 3,97) 
HFD-HFD|| 2115,96 (1645,69 – 2268,18) 3,89 (3,73 – 4,17) 
P* 0,138 0,086 
* Kruskal-Wallisov test 
† muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom 
hranom 
‡ muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom 
laboratorijskom hranom 
§ muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama 
| |muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom 







Slika 5.5. Reprezentativni prikaz histološkog preparata subkutanog masnog tkiva četiriju 
skupina ispitivanih muških potomaka štakora. (A) CD-CD muški potomci hranjeni 
standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom, 
(B) CD-HFD muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki 
hranjenih standardnom laboratorijskom hranom, (C) HFD-CD muški potomci hranjeni 
standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim masnim 
kiselinama, (D) HFD-HFD muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim 
kiselinama majki hranjenih hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama. Bojenje: 
hemalaun eozin. Mjerilo: 300 µm. 
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5.3.2. Visceralno masno tkivo 
 
5.3.2.1. Epididimalno masno tkivo 
 
Srednja vrijednost površine masne stanice bila je najveća u HFD-CD skupini, a 
najmanja u HFD-HFD skupini (Tablica 5.2., Slika 5.7.). Manje površine adipocita zabilježene 
su u skupinama u kojima nije promijenjena postnatalna prehrana (CD-CD i HFD-HFD) u 
odnosu na skupine s promijenjenom prehranom, no statistički nije zabilježena značajna razlika 
među skupinama (P = 0,276, Kruskal-Wallisov test) (Tablica 5.2.). 
Sukladno najvećoj srednjoj vrijednosti površine stanica, najmanji broj adipocita po 
jedinici površine zabilježen je u HFD-CD skupini, a najveći broj adipocita po jedinici površine 
izbrojan je u HFD-HFD skupini (2,99 (2,88 – 3,12) x 10-4 /µm2) (Tablica 5.2.). Između skupina 
bila je zabilježena značajna razlika (P = 0,036, Kruskal-Wallisov test), a u post hoc analizi broj 
je adipocita bio značajno veći u skupini u kojoj su i majka i potomci bili hranjeni masno 
uspoređujući je s HFD-CD skupinom (P = 0,012, Mann-Whitneyjev U test) (Slika 5.6.). 
 
Tablica 5.2. Srednja vrijednost površine i broj adipocita epididimalnog masnog tkiva muških 
potomaka štakora u 22. tjednu starosti. 
Medijan (interkvartilni raspon) 
 Površina adipocita (µm2) Broj adipocita po jedinici površine  
(x 10-4 /µm2) 
CD-CD† 2746,93 (2242,03 – 3019,36) 2,88 (2,36 – 3,35) 
CD-HFD‡ 2875,51 (2283,35 – 3353,10) 2,61 (2,41 – 3,40) 
HFD-CD§ 3219,18 (2832,09 – 4079,17) 2,26 (1,95 – 2,34) 
HFD-HFD|| 2610,81 (2574,72 – 2715,96) 2,99 (2,88 – 3,12) 
P* 0,276 0,036 
* Kruskal-Wallisov test 
† muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom 
hranom 
‡ muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom 
laboratorijskom hranom 
§ muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama 
|| muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom 









Slika 5.6. Broj adipocita po jedinici površine u epididimalnom masnom tkivu muških 
potomaka štakora u 22. tjednu starosti. 
* Man-Whitneyjev U test 
† muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom 
hranom 
‡ muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom 
laboratorijskom hranom 
§ muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama 
|| muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom 





Slika 5.7. Reprezentativni prikaz histološkog preparata epididimalnog masnog tkiva četiriju 
skupina ispitivanih muških potomaka štakora. (A) CD-CD muški potomci hranjeni 
standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom, 
(B) CD-HFD muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki 
hranjenih standardnom laboratorijskom hranom, (C) HFD-CD muški potomci hranjeni 
standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim masnim 
kiselinama, (D) HFD-HFD muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim 
kiselinama majki hranjenih hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama. Bojenje: hemalaun 






5.3.2.2. Perirenalno masno tkivo 
 
Najmanju srednju vrijednost površine adipocita perirenalnog masnog tkiva imali su 
potomci HFD-HFD skupine, a najveća površina izmjerena je kod potomaka u CD-CD skupini 
(Tablica 5.5.). Uspoređujući srednju površinu adipocita nađena je značajna razlika između 
skupina (P = 0,046, Kruskal-Wallisov test) (Tablica 5.3.). 
Najveći broj adipocita po jedinici površine zabilježen je u HFD-HFD skupini što je bilo 
značajno veće u odnosu na CD-HFD i HFD-CD skupinu (P = 0,012, Mann-Whitneyjev U test) 
(Slika 5.8.). Najmanji broj adipocita bio je u CD-CD skupini (Slika 5.9.) sukladno njihovoj 
najvećoj površini, a Kruskal-Wallisovim testom nađena je značajna razlika u broju adipocita 
između svih grupa (P = 0,007) (Tablica 5.3.). 
Prikaz histoloških uzoraka svih skupina perirenalnog masnog tkiva vidi se na Slici 5.9. 
 
Tablica 5.3. Srednja vrijednost površine i broj adipocita perirenalnog masnog tkiva muških 
potomaka štakora u 22. tjednu starosti. 
Medijan (interkvartilna razlika) 
 Površina adipocita (µm2) Broj adipocita po jedinici površine  
(x 10-4 /µm2) 
CD-CD† 2127,47 (1760,09 – 2768,89)  3,28 (2,53 – 4,52) 
CD-HFD‡ 2007,67 (1827,20 – 2619,71) 3,32 (2,53 – 3,95) 
HFD-CD§ 1936,53 (1891,55 – 2478,47) 3,55 (3,09 – 4,14) 
HFD-HFD|| 1146,13 (695,73 – 1740,89) 6,58 (4,52 – 9,49) 
P* 0,046 0,007 
* Kruskal-Wallisov test 
† muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom 
hranom 
‡ muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom 
laboratorijskom hranom 
§ muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama 
|| muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom 







Slika 5.8. Broj adipocita po jedinici površine u perirenalnom masnom tkivu muških potomaka 
štakora u 22. tjednu starosti. 
* Man-Whitneyjev U test 
† muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom 
hranom 
‡ muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom 
laboratorijskom hranom 
§ muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama 
|| muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom 





Slika 5.9. Reprezentativni prikaz histološkog preparata perirenalnog masnog tkiva četiriju 
skupina ispitivanih muških potomaka štakora. (A) CD-CD muški potomci hranjeni 
standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom, 
(B) CD-HFD muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki 
hranjenih standardnom laboratorijskom hranom, (C) HFD-CD muški potomci hranjeni 
standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim masnim 
kiselinama, (D) HFD-HFD muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim 
kiselinama majki hranjenih hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama. Bojenje: hemalaun 





5.3.3. Distribucija površine adipocita u masnim tkivima 
 
Rezultati su distribucije površine adipocita po odjeljcima masnih tkiva i skupinama 
muških potomaka štakora prikazani na Slici 5.10.  
U subkutanom i epididimalnom masnom tkivu vidi se da je postotak stanica manjih 
površina veći u skupinama s nepromijenjenom prehranom (CD-CD i HFD-HFD), dok se 
postotak adipocita površine od 2000 µm2 i više povećava u skupinama s promijenjenom 
intrauterinom/postnatalnom prehranom (CD-HFD i HFD-CD), a pogotovo je veći postotak 
adipocita s površinom > 10000 µm2 u tim skupinama.  
Primjećuje se da je u ovima dvama odjeljcima masnih tkiva najveći dio malih adipocita 
(površine do 2000 µm2) bio izbrojen u HFD-HFD skupini. 
 U perirenalnom masnom tkivu izrazito je visok postotak adipocita s površinom do 2000 
µm2 u HFD-HFD skupini, a veći je postotak adipocita površine do 2000 µm2 u svim skupinama 
u usporedbi sa subkutanim i epididimalnim masnim tkivom.  
Općenito sve ispitivane skupine imaju veći postotak manjih adipocita (površine do 5000 






Slika 5.10. Distribucija površine adipocita po razredima površina u ispitivanim odjeljcima 
masnih tkiva muških potomaka štakora u 22. tjednu starosti. (A) Subkutano masno tkivo, (B) 
Epididimalno masno tkivo, (C) Perirenalno masno tkivo. *razredi po Strissel i sur. (105) 
† muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom 
hranom 
‡ muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom 
laboratorijskom hranom 
§ muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama 
|| muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom 
zasićenim masnim kiselinama 
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5.4. Imunohistokemijsko bojenje masnih tkiva na TNF-α 
 
Signal TNF-α u adipocitima uglavnom je blag na svim pregledanim preparatima (u par 
je iznimaka bio srednjeg intenziteta ili nepostojeći). Osim u adipocitima, bojenje je bilo vidljivo 
u vezivnom tkivu i u ponekad prisutnim stanicama koje bi morfološki mogle odgovarati 
makrofagima (jasno većeg intenziteta nego u adipocitima).  
Rezultati semikvantifikacije pokazali su da je intenzitet imunohistokemijskog bojenja 
na TNF-α bio najjači u CD-HFD skupini u svim odjeljcima masnog tkiva (u subkutanom 
masnom tkivu CD-HFD skupine zabilježen je veći intenzitet na nekim preparatima) (Tablica 
5.4.). U svim je odjeljcima masnog tkiva najmanji intenzitet imunohistokemijskog bojenja na 
TNF-α zabilježen u kontrolnoj skupini (Slika 5.11.). No, nije nađena statistički značajna razlika 
između grupa (Kruskal-Wallisov test, Tablica 5.4.). 
 
Tablica 5.4. Semikvantifikacija intenziteta imunohistokemijskog obojenja masnih tkiva 
muških potomaka štakora u 22. tjednu starosti na TNF-α.  
Medijan (interkvartilni raspon)  
Masno tkivo Subkutano Epididimalno Perirenalno 
CD-CD† 0,50 (0,42 – 0,84) 0,67 (0,67 – 0,92) 0,73 (0,34 – 1,06) 
CD-HFD‡ 0,67 (0,25 – 1,42) 1,00 (0,75 – 1,67) 1,09 (0,47 – 1,92) 
HFD-CD§ 0,75 (0,25 – 1,34) 1,00 (0,84 – 1,00) 1,08 (0,75 – 1,33) 
HFD-HFD|| 1,09 (0,75 – 1,17) 0,75 (0,59 – 0,84) 0,76 (0,50 – 0,92) 
P* 0,766 0,369 0,726 
* Kruskal-Wallisov test 
† muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom 
hranom 
‡ muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom 
laboratorijskom hranom 
§ muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama 
|| muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom 







Slika 5.11. Relativni intenzitet imunohistokemijskog bojenja masnih tkiva muških potomaka 
štakora u 22. tjednu starosti na TNF-α. Reprezentativne slike četiriju životinja (jedna po svakoj 
skupini). Intenzitet imunohistokemijskog obojenja najintenzivniji je u CD-HFD skupini, a 
najmanje intenzivan u CD-CD skupini. Pozadinsko bojenje: hemalaun. Mjerilo: 100 µm. 
* masno tkivo  
† muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom 
hranom 
‡ muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom 
laboratorijskom hranom 
§ muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama 
|| muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom 




Spermanovim koeficijentom korelacije ρ (rho) ispitana je korelacija između intenziteta 
imunohistokemijskog bojenja na TNF-α određenog odjeljka masnog tkiva i površine i broja 
adipocita u tom istom odjeljku. Pronađena je značajna i pozitivna korelacija između srednje 
površine adipocita i intenziteta imunohistokemijskog bojenja na TNF-α u epididimalnom 
masnom tkivu u CD-HFD skupini (ρ = 0,972, P = 0,028). 
 
5.5. Imunohistokemijsko bojenje masnih tkiva na CD68 
 
Odredio se broj CD68 pozitivnih stanica u kvadratnom milimetru tkiva svih odjeljaka 
masnih tkiva njihovim brojenjem (smeđe obojenje) (Slika 5.12., Slika 5.13. i Slika 5.14.).  
U odnosu na visceralna masna tkiva, veći je broj CD68 pozitivnih stanica izbrojen u 
subkutanom masnom tkivu (Tablica 5.5.).  
U subkutanom i epididimalnom masnom tkivu najveći je broj CD68 pozitivnih stanica 
bio u HFD-HFD skupini, a u perirenalnom masnom tkivu u skupinama u kojima je majka bila 
hranjena masnom hranom (HFD-CD i HFD-HFD) pri čemu je na nekim preparatima ponovno 
zabilježen najveći broj CD68 pozitivnih stanica u HFD-HFD skupini (Tablica 5.5.).  
Najmanji je broj CD68 pozitivnih stanica izbrojen u kontrolnoj skupini u svim 
odjeljcima masnih tkiva (Tablica 5.5.). 
U svim odjeljcima masnih tkiva nije bilo statistički značajne razlike između grupa 










Tablica 5.5. Broj pozitivnih stanica na CD68 u mm2 masnih tkiva muških potomaka štakora u 
22. tjednu starosti.  
Medijan (interkvartilni raspon) 
Masno tkivo Subkutano Epididimalno Perirenalno 
CD-CD† 11,00 (9,00 – 17,00) 0,00 (0,00 – 2,00) 6,50 (5,00 – 12,00) 
CD-HFD‡ 10,00 (5,00 – 21,00) 1,50 (0,00 – 4,00) 8,50 (7,00 – 10,00) 
HFD-CD§ 10,50 (2,50 – 33,00) 0,00 (0,00 – 3,50) 15,00 (8,00 – 20,00) 
HFD-HFD|| 37,00 (36,00 – 40,00) 4,00 (0,00 – 8,00) 15,00 (8,00 – 23,00) 
P* 0,107 0,495 0,399 
* Kruskal-Wallisov test 
† muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih standardnom laboratorijskom 
hranom 
‡ muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom 
laboratorijskom hranom 
§ muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama 
|| muški potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom 








Slika 5.12. Reprezentativni prikaz imunohistokemijskog bojenja subkutanog masnog tkiva 
muških potomaka štakora u 22. tjednu starosti na CD68. Prikaz po jedne životinje po skupini.  
(A) CD-CD muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih 
standardnom laboratorijskom hranom, (B) CD-HFD muški potomci hranjeni hranom bogatom 
zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom, (C) 
HFD-CD muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih 
hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama, (D) HFD-HFD muški potomci hranjeni 
hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama. Jasno su vidljive CD68 pozitivne stanice (smeđe bojenje) oko adipocita 













Slika 5.13. Reprezentativni prikaz imunohistokemijskog bojenja epididimalnog masnog tkiva 
muških potomaka štakora u 22. tjednu starosti na CD68. Prikaz po jedne životinje po skupini.  
(A) CD-CD muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih 
standardnom laboratorijskom hranom, (B) CD-HFD muški potomci hranjeni hranom bogatom 
zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom, (C) 
HFD-CD muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih 
hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama, (D) HFD-HFD muški potomci hranjeni 
hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama. Jasno su vidljive CD68 pozitivne stanice (smeđe bojenje) oko adipocita 





Slika 5.14. Reprezentativni prikaz imunohistokemijskog bojenja perirenalnog masnog tkiva 
muških potomaka štakora u 22. tjednu starosti na CD68. Prikaz po jedne životinje po skupini. 
(A) CD-CD muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih 
standardnom laboratorijskom hranom, (B) CD-HFD muški potomci hranjeni hranom bogatom 
zasićeni masnim kiselinama majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom, (C) 
HFD-CD muški potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki hranjenih 
hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama, (D) HFD-HFD muški potomci hranjeni 
hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama majki hranjenih hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama. Jasno su vidljive CD68 pozitivne stanice (smeđe bojenje) oko adipocita 





Fetalno programiranje i epigenetski utjecaj majke prije 25 godina predstavljeni su kao 
važni čimbenici u kasnijem razvoju metaboličkog sindroma, šećerne bolesti tipa 2 i srčanožilnih 
oboljenja (10, 153, 154). Teorija „štedljivog fenotipa“ pretpostavlja da uvjeti kojima je fetus 
izložen unutarmaternično pripremaju potomka na očekivani izvanmaternični okoliš (9), a ova 
studija omogućuje praćenje promjena kod potomaka u ovisnosti o promjeni prehrane kojoj su 
potomci bili izloženi tijekom trudnoće i laktacije. 
 
6.1. Tjelesna masa, ukupni dobitak na tjelesnoj masi i indeks tjelesne mase 
 
Nakon odvajanja od majke u 4. tjednu starosti veću tjelesnu masu imali su muški 
potomci štakora majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom, u odnosu na one 
hranjene hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama.  
Mogući uzrok ovog rezultata je što su majke hranjene kontrolnom dijetom imale 
slobodan pristup hrani, dok su one na masnoj prehrani dobivale 30 g hrane dnevno. Restrikcija 
prehrane u HFD skupinama učinjena je kako bi se prevenirao pretjerani dobitak na tjelesnoj 
masi, budući da je u literaturi opisano da hrana bogata mastima u glodavaca inducira hiperfagiju 
(155) zbog boljeg okusa (156) i smanjenog osjećaja sitosti kod masti u odnosu na ugljikohidrate 
(157–159), u konačnici rezultirajući pretilosti uzrokovanoj pretjeranim kalorijskim unosom, 
neovisno o sastavu hrane (160, 161).  
Manja rodna masa indikator je razdoblja sporijeg fetalnog rasta, odnosno lošijih 
unutarmaterničnih uvjeta (162). Fetalni su rast i razvoj primarno određeni genetičkim 
potencijalom fetusa na koji se može utjecati okolišnim faktorima kao što je nutritivni status 
majke (163). Neke studije do sada učinjene na glodavcima također su pokazale da majke 
hranjene masnom dijetom, neovisno o tome je li to samo tijekom trudnoće i laktacije ili tijekom 
cijelog života, rađaju potomke manje rodne mase (164–167). Mehanizam manje tjelesne mase 
u trenutku odvajanja od majke u HFD-CD i HFD-HFD skupini može biti povezan s teorijom o 
unutarmaterničnoj retardaciji u rastu zbog fetalne hipoinzulinemije i hipoglikemije koju 
podupiru istraživanja kako o pothranjivanju, tako i o prekomjernom unosu hrane za vrijeme 
trudnoće (167). Hranjenje majki masnom dijetom uzrokuje hiperkolesterolemiju kod majke što 
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je dokazano u prethodno objavljenoj studiji (168), a hiperkolesterolemija također je poznati 
uzrok fetalnog zaostajanja u rastu, moguće putem smanjenog dotoka hranjivih tvari fetusu 
preko posteljice zbog njene masne infiltracije (169, 170). Leptin, hormon primarno proizveden 
u adipocitima bijelog masnog tkiva koji inhibira glad, povišen je kod ženki glodavaca hranjenih 
masnom dijetom, a koncentracija leptina u serumu pozitivno korelira s koncentracijom leptina 
u majčinom mlijeku koja je mogla utjecati na potomke (171, 172). Budući da inzulin i leptin 
kod potomaka, kao ni glukoza pri rođenju i u trenutku odvajanja od majke nisu mjereni, ovo 
otvara pitanja na koja se može odgovoriti u budućim studijama. 
Konačna tjelesna masa u odrasloj dobi bila je značajno manja u skupini muških 
potomaka štakora na prehrani bogatoj zasićenim masnim kiselinama majke hranjene 
standardnom laboratorijskom hranom u odnosu na potomke kontrolne skupine, što može biti 
zbog restrikcije unosa hrane na ukupno 30 g dnevno u dvama obrocima kao što je ranije 
objašnjeno. Moguće ograničenje je i manji udio ugljikohidrata i proteina u masnoj hrani (173).  
Ukupni je postotni dobitak na tjelesnoj masi bio najveći u potomaka majki hranjenih 
masnom hranom (skupine HFD-CD i HFD-HFD). Budući da su ove skupine imale najmanju 
tjelesnu masu u 4. tjednu starosti, kod njih je očekivano došlo do sustizanja („catch-up“ 
fenomena) u rastu. Ovaj je fenomen zabilježen u literaturi i u ljudi kod pothranjenosti in utero 
u populaciji Nizozemske i otočne države Nauru za vrijeme Drugog svjetskog rata. Djeca koja 
su bila izložena gladi samo za vrijeme embrionalnog i fetalnog razvoja, u djetinjstvu i dalje 
imala su ubrzan porast na tjelesnoj masi (174, 175). Takve su jedinke u odrasloj dobi imale 
veću vjerojatnost za razvoj pretilosti i šećerne bolesti tipa 2 zbog poremećaja metabolizma 
glukoze i inzulina (176, 177), a već je Barker 1993. god. zabilježio povezanost niske rodne 
mase i kasnijeg razvoja metaboličkog sindroma kod muškaraca u Hertfordshireu i Prestonu 
(154). 
Najveće promjene u tjelesnoj težini tijekom života štakora dogodile su se u skupinama 
kod kojih se prehrana nakon odvajanja od majke razlikovala od unutarmaternične prehrane. 
Iako je početna mjerena masa štakora bila najveća u skupini CD-HFD, ova skupina do kraja 
studije pokazuje najmanji dobitak na tjelesnoj masi. Za razliku od nje, skupina HFD-CD 
pokazuje najveći dobitak unatoč manjoj početnoj tjelesnoj masi. To bi se moglo poklapati s 
teorijom o „štedljivom fenotipu“ gdje majka priprema potomak na očekivani izvanmaternični 
okoliš te su se najveća odstupanja dogodila kada očekivanja nisu bila ispunjena (9, 10, 178). 
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Nisu bile zabilježene značajne razlike u indeksu tjelesne mase što pokazuje da je 
povećanje tjelesne težine bilo ravnomjerno praćeno i povećanjem duljine tijela, odnosno tibije, 
i vjerojatno nije došlo do posljedica uzrokovanih restrikcijom hrane. To je u skladu s našim 
prethodno objavljenim rezultatima gdje nije nađena značajna razlika u BMI-ju kod majki ovih 
potomaka hranjenih masnom ishranom ili standardnom laboratorijskom hranom, kao ni kod 
ženskih potomaka štakora (168). 
  
6.2. Kolesterol, trigliceridi, glukoza, adiponektin i TNF-α u serumu muških 
potomaka štakora 
 
Koncentracija kolesterola bila je najviša u skupinama koje su bile hranjene hranom 
bogatom zasićenim masnim kiselinama (HFD-HFD i CD-HFD skupine). Istraživanja na 
glodavcima pokazala su da uzimanje masne hrane u trajanju dužem od tri tjedna uzrokuje 
povišenje serumskog kolesterola, pobijedivši samoregulaciju lipidnog metabolizma zbog koje 
ne dolazi do značajnijih promjena kod limitiranog izlaganja masnoj prehrani (179). Jetra 
značajno pridonosi regulaciji razine serumskog kolesterola kroz pet puteva: unosom 
lipoproteina male gustoće putem odgovarajućih receptora, oslobađanjem lipoproteina velike i 
vrlo male gustoće, katabolizmom kolesterola u žučne kiseline i de novo sintezom kolesterola 
(173). U našim objavljenim rezultatima najveća težina jetre zabilježena je u HFD-HFD i 
CD-HFD skupini (180). Patohistološka je analiza parenhima jetre pokazala povećano 
nakupljanje masnih kapljica kod potomaka CD-HFD skupine, a zatim najjači intenzitet 
imunohistokemijskog bojenja jetrenog parenhima na TNF-α u CD-HFD te HFD-HFD skupini. 
Zaključno, moguće promjene serumskog kolesterola mogu biti uslijed oštećenja jetrenog 
parenhima, a učinak je više akutnog tipa, nego posljedica međugeneracijskog utjecaja. 
U koncentraciji triglicerida u serumu nije zabilježena značajna razlika između skupina. 
Koncentracija glukoze u krvi također se nije značajno razlikovala među skupinama, no 
ovaj je rezultat teže interpretirati s obzirom na vrijeme uzimanja uzoraka. 
Adiponektin je hormon koji izlučuje masno tkivo i ima važnu ulogu u modulaciji 
metabolizma glukoze i inzulina, a smanjena koncentracija serumskog adiponektina nađena je u 
genetičkom i prehranom-induciranom mišjem modelu pretilosti (181) te kod pretilih ljudi (182). 
To je u suprotnosti s ostalim adipocitokinima čija je koncentracija povećana u pretilosti 
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sukladno s povećanjem ukupne količine masnog tkiva (182). Iako nije nađena značajna razlika 
između skupina, najviša je koncentracija adiponektina izmjerena u CD-HFD skupini što je u 
skladu s time što je kod te skupine izmjeren najmanji dobitak na tjelesnoj masi. Skupina 
HFD-HFD, koja je imala manju konačnu masu također je imala višu serumsku koncentraciju 
adiponektina u odnosu na skupine potomaka na standardnoj laboratorijskoj dijeti. Također, 
eventualna povećana koncentracija drugih adipocitokina, koja nije mjerena u ovom 
istraživanju, mogla bi objasniti razinu cirkulirajućeg adiponektina između ispitivanih skupina 
(183). 
TNF-α, citokin koji je prvo otkriven kao proizvod makrofaga i sudionik metaboličkih 
procesa kronične upale i maligniteta, bio je najviši u skupini CD-HFD. Povećana ekspresija 
TNF-α mRNA nađena je u masnom tkivu pretilih ljudi i glodavaca, kao i povišena serumska 
razina tog citokina (88, 184, 185), a lipoproteini male gustoće je potiču (186). Koncentracija je 
kolesterola bila viša u navedenoj skupini u odnosu na skupine hranjene standardnom 
laboratorijskom hranom, što je moglo potaknuti povećanu proizvodnju TNF-α. Sljedeća je 
skupina s također povišenom koncentracijom TNF-α je HFD-CD što bi moglo sugerirati da 
prelazak na prehranu različitu od prenatalne može potaknuti upalni odgovor, a značajno niža 
koncentracija TNF-α u CD-CD skupini u odnosu na CD-HFD skupinu može govoriti u prilog 
zaštitnog mehanizma unutarmaternične adaptacije na određeni režim prehrane. Također, u 
nekim je studijama kod ljudi i glodavaca nađena pozitivna korelacija između serumske 
koncentracije TNF-α i volumena adipocita bijelog masnog tkiva kako u subkutanom, tako i u 
visceralnom masnom tkivu (187–189), a kod skupina CD-HFD i HFD-CD izmjerena je najveća 
površina adipocita u subkutanom i epididimalnom masnom tkivu. 
 
6.3. Histomorfometrija masnih tkiva 
 
Najveća površina adipocita i najmanji broj adipocita po jedinici površine u subkutanom 
bijelom masnom tkivu izmjereni su u skupinama s promijenjenom prehranom nakon 
unutarmaterničnog razvoja i laktacije (skupine CD-HFD i HFD-CD). No, uspoređujući skupine 
nije nađena značajna razlika u površini i broju adipocita subkutanog masnog tkiva.  
U visceralnom epididimalnom masnom tkivu najveća su površina adipocita i najmanji 
broj adipocita po jedinici površine također izmjereni u skupinama s promijenjenom prehranom 
nakon unutarmaterničnog razvoja i laktacije (CD-HFD i HFD-CD skupine), pri čemu su 
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najveća površina adipocita i najmanji broj adipocita po jedinici površine bili u HFD-CD 
skupini. Broj adipocita po jedinici površine u HFD-CD skupini bio je značajno manji u 
usporedbi s HFD-HFD skupinom u kojoj je izmjerena najmanja površina i najveći broj 
adipocita. S obzirom na to da je značajna razlika između skupina nađena gledajući broj 
adipocita po jedinici površine, a ne njihovu srednju površinu, ovaj bi se parametar trebao rabiti 
kao objektivniji kod analize histoloških preparata. 
U oba je opisana odjeljka masnih tkiva u skupinama muških potomaka štakora s 
nepromijenjenom postnatalnom prehranom (skupine CD-CD i HFD-HFD) bio zastupljen veći 
postotak manjih adipocita površine do 2000 µm2. 
Povećanje bijelog masnoga tkiva može biti uzrokovano povećanjem veličine 
(hipertrofija) ili broja adipocita (hiperplazija) (79). „Zdrava“ ekspanzija masnoga tkiva 
karakterizirana je povećanim regrutiranjem prekursora adipocita koji se diferenciraju u nove 
adipocite manjeg volumena (190), a patološku ekspanziju prati porast masne stanice, visok 
stupanj infiltracije makrofaga u masnome tkivu, smanjena angiogeneza i obilna fibroza što je 
sve povezano s kroničnom inflamacijom (103). Wang i sur. pokazali su da izlaganje ispitivanih 
životinja masnoj prehrani tijekom mjesec dana uzorkuje hipertrofiju adipocita u subkutanom i 
visceralnom masnom tkivu, a držanje životinja na masnoj prehrani duže od mjesec dana 
uzorkuje hiperplaziju visceralnog masnog tkiva (55) čime bi se mogao objasniti rezultat 
najmanje površine i najvećeg broja stanica u HFD-HFD skupini. Hipertrofija masnoga tkiva 
kod dugotrajnog utjecaja masne prehrane čuva druge organe od lipotoksičnog efekta (191).  
Nekoliko signalnih molekula zaduženih za evoluciju mezodermalnih tkiva, čijeg je 
podrijetla i masno tkivo, ima utjecaj na razvoj masnoga tkiva, između ostalog i koštani 
morfogeni proteini (BMP, prema engl. bone morphogenic proteins) (192, 193). BMP je grupa 
pleiotropnih proteina koji reguliraju raznolike procese kao što su određivanje stanične sudbine, 
proliferacija, apoptoza i diferencijacija tijekom embriogeneze i u odrasloj dobi, a ime su dobili 
jer je 1945. godine Pierre Lacroix hipotetizirao da tvar dobivena iz kosti, koju je nazvao 
osteogenin, može potaknuti koštani rast i razvoj (194).  
U rezultatima je prikazan znatno manji broj adipocita (zbog veće površine stanice) u 
epididimalnom masnom tkivu kod skupina muških potomaka štakora s promijenjenom 
postnatalnom prehranom što pokazuje moguću osjetljivost potomaka na promjenu prehrane. U 
hipertofičnoj je pretilosti poremećena interakcija između diferenciranih adipocita i njihovih 
prekursornih stanica što vodi do povećanja postojećih adipocita. Baraban i sur. dokazali su 
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smanjenu ekspresiju BMP4 u subkutanom masnom tkivu pretilih subjekata te da tretiranje 
potpuno diferenciranih humanih adipocita BMP4-om uzrokuje smanjenje razine mRNA 
TNF-α, a simultani tretman s BMP4 i TNF-α poništava disregulatorne učinke TNF-α (195). 
Budući da BMP4 stimulira adipogenezu, njegova smanjena razina može biti djelomično 
zaslužna za patološko povećanje bijelog masnog tkiva, a u prilog mogućoj smanjenoj razini 
BMP4 može govoriti izmjerena povišena serumska koncentracija TNF-α u obje navedene 
skupine (CD-HFD i HFD-CD). Također je u već objavljenim rezultatima prikazan najveći 
intenzitet imunohistokemijskog bojenja na TNF-α u koštanoj srži te narušena koštana struktura 
spužvaste kosti petog lumbalnog kralješka upravo u CD-HFD skupini (196). U prilog mogućoj 
smanjenoj ekspresiji BMP4 u subkutanom i epididimalnom masnom tkivu muških potomaka 
štakora skupine CD-HFD može govoriti i povećan intenzitet imunohistokemijskog bojenja 
navedenih masnih tkiva na TNF-α, kao i najveća serumska koncentracija TNF-α, a povećana 
ekspresija TNF-α korelira sa smanjenom ekspresijom BMP4 u tkivima (192, 197). Kako bi se 
potvrdila ili opovrgnula ova hipoteza potrebno je istražiti u ovom smjeru. 
Veća površina i manji broj adipocita u skupinama s promijenjenom postnatalnom 
prehranom u subkutanom i epididimalnom masnom tkivu koje anatomski pripada visceralnom 
masnom tkivu može biti uslijed anatomske podjele masnih tkiva u glodavaca kod kojega za 
perigonadalno (u ovom slučaju epididimalno) masno tkivo ne postoji u potpunosti prikladan 
ekvivalent odjeljka masnoga tkiva u ljudi te se ovo masno tkiva prije treba smatrati „peri-
visceralnim“ nego pravim visceralnim masnim tkivom (63). 
Kod perirenalnog masnog tkiva potomci u HFD-HFD skupini su imali adipocite 
najmanje površine kao i najveći broj adipocita po jedinici površine, a postojala je značajna 
razlika između skupina. Generalno su adipociti perirenalnog masnog tkiva manji od adipocita 
subkutanog masnog tkiva u svakoj skupini muških potomaka štakora, a već je ranije pokazano 
da su adipociti u visceralnom masnom tkivu površinom manji od subkutanih (198).  
Sistemska sposobnost prilagodbe na promjene u količini hranjivih tvari – tzv. 
metabolička fleksibilnost ovisi o sposobnosti adipocita i masnoga tkiva za ekspanziju (199). 
Pojava hiperplazije kod dugotrajnog utjecaja masne prehrane i povišenih razina kolesterola na 
visceralno masno tkivo možda se može objasniti većim angiogenim potencijalom visceralnog 
masnog tkiva, većom gustoćom krvnih žila i obiljem endotelnih stanica (200, 201). Poticanje 
angiogene kaskade u „zdravom“ masnom tkivu može neutralizirati posljedice hipoksije i time 
se može povezati s metabolički korisnim učincima (202). Proširenje proangiogene komponente 
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tijekom ekspanzije masnoga tkiva smanjuje fibrozu, smrt stanica i razinu lokalne inzulinske 
rezistencije kao rezultat smanjene inflamacije (203). To sve objašnjava „hipoteza 
ekspanzibilnosti masnoga tkiva“ po kojoj metabolički zdrave osobe, neovisno o tome jesu li 
pretile ili ne, imaju veći lipogeni (204) i angiogeni kapacitet (205). Visceralno je masno tkivo 
povezano s pretilošću i pojavom metaboličkog sindroma (206), a ovi rezultati mogu 
pretpostaviti da je došlo do „zdravijeg“ načina ekspanzije masnoga tkiva putem hiperplazije i 
nastanka novih malih adipocita (127) u HFD-HFD skupini jer je, uz to, najveći intenzitet 
imunohistokemijskog bojenja perirenalnog masnog tkiva na TNF-α bio vidljiv u skupini s 
promijenjenom postnatalnom prehranom na masnu hranu (CD-HFD skupina), dok je intenzitet 
imunohistokemijskog bojanja na TNF-α u HFD-HFD skupini niži i usporediv s kontrolnom 
skupinom. Unatoč tome što nema statističke značajnosti između grupa u intenzitetu 
imunohistokemijskog bojanja na TNF-α, ovaj nalaz korelira s rezultatima serumske 
koncentracije TNF-α koja je značajno viša u CD-HFD skupini. Ovo bi moglo govoriti u prilog 
epigenetičkom utjecaju majke u pripremi fetusa na očekivani izvanmaternični okoliš (9). 
Inflamacija je masnog tkiva usko povezana s povećanim rizikom za nastanak šećerne bolesti 
tipa 2, krvnožilnih oboljenja i masne jetre (207), a u našim objavljenim rezultatima prikazano 
je da CD-HFD skupina ima najtežu jetru, najizraženije patohistološko oštećenje jetre i najveći 
intenzitet bojenja parenhima na TNF-α (180) što bi govorilo u prilog ovome nalazu na 
perirenalnom masnom tkivu. 
Kako bi se potvrdila ova hipoteza istraživanje se može kasnije proširiti na mjerenje 
ekspresije vaskularnog endotelnog čimbenika rasta (VEGF, prema engl. vascular endothelial 
growth factor) u masnim tkivima. Lokalna hipoksija zbog ekspanzije masnoga tkiva dovodi do 
fibroze što isto povećava stanični stres, nekrozu stanica i razvoj kronične inflamacije (208, 209), 
a buduće mjerenje ekspresije kolagena VI kao mjerilo fibroze može dati uvid u ovu komponentu 
izvanstaničnog matriksa. 
Prema nekim istraživanjima, masna tkiva mršavih ljudi i miševa sadrže oko 5 % 
makrofaga, dok udio makrofaga kod pretilih ljudi i miševa može biti do 50 % (102, 103), a 
ovdje je u svim odjeljcima masnih tkiva izbrojen najveći broj CD68 pozitivnih stanica u skupini 
muških potomaka štakora gdje su i majka i potomci hranjeni hranom bogatom zasićenim 
masnim kiselinama (HFD-HFD skupina), iako bez statističke značajnosti između skupina. 
Muški potomci štakora u ovom istraživanju nisu bili pretili, niti su štakori HFD-HFD skupine 
imali najveću konačnu tjelesnu masu. Budući da broj makrofaga obično pozitivno korelira i s 
veličinom adipocita te ekspresijom TNF-α u tkivu i serumu (105), što ovdje nije slučaj, 
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nakupljanje makrofaga bi se imunohistokemijskom analizom trebalo diferencirati na M1 i M2 
populaciju, odnosno uz dodatno provođenje imunohistokemijskog bojenja na CD163 trebali bi 
se dodatno lokalizirati protuupalni M2 makrofagi (210). 
  
6.4. Daljnja područja koja otvara provedena studija 
 
Ova je doktorska disertacija dio projekta „Utjecaj prehrane majke tijekom trudnoće i 
laktacije na ekspresiju važnih adipokina i AdipoR2 na postnatalnu prehranu potomaka“ te 
otvara nova pitanja o utjecaju majčine prehrane i prelaska potomaka na drukčiji tip prehrane 
nakon laktacije na razvoj masnoga tkiva potomaka, a do sada objavljeni radovi ukazuju na 
znanstvenu popularnost ove tematike. 
Kod liječenja hiperlipidemije, koje ima pozitivne učinke na srčanožilni i ukupni 
mortalitet, već se rabe lijekovi koji utječu i na upalnu komponentu masnoga tkiva, kao i na 
razinu cirkulirajućih adipocitokina, iako im to nije primarna zadaća. Statini, odnosno lijekovi 
koji inhibiraju HMG-KoA (hidroksi-metilglutaril-koenzim A) reduktazu, sprječavaju pretvorbu 
HMG-KoA u mevalonat, što je rani stupanj u sintezi kolesterola. No, istraživanja pokazuju da 
simvastatin inhibira i izlučivanje TNF-α i MCP-1 u adipocitima (186). Statini i tiazolidinedioni 
(oralni antidijabetici) povećavaju aktivaciju PPAR-γ te je posljedično relativno povišenje 
koncentracije adiponektina proporcionalno učinku lijeka na poboljšanje inzulinske osjetljivosti 
(211, 212). Fibrati (npr. gemfibrozil i fenofibrat) također povisuju koncentraciju adiponektina 
(213).  
Inflamacija je, prema dosadašnjim dokazima, poveznica između ekspanzije masnog 
tkiva i kardiometaboličkih komplikacija, kao i razvoja inzulinske rezistencije (214). No, termin 
koji se pojavio opisujući nepodudarno metabolički zdrave pacijente u usporedbi s njihovim 
stupnjem pretilosti termin je „metabolički zdrave pretile osobe“ (MHO, prema engl. 
metabolically healthy obese) (215). MHO fenotip opisuje se kao pretilost (BMI ≥ 30 kg/m2) 
bez prisustva metaboličkih bolesti kao što su šećerna bolest tip 2, dislipidemija ili hipertenzija  
(216). Identifikacija takvih osoba u ambulanti putem nižih upalnih parametara (CRP ili 
leukocitoze) ili testom tolerancije glukoze trebala bi biti potrebna prije odluke o daljnjem 
liječenju pretilosti, budući da su studije o poboljšanju metaboličkog statusa nakon redukcije 
tjelesne težine kroz kalorijsku restrikciju i povećanje fizičke aktivnosti kod takvih osoba 
kontradiktorne (217, 218). Ipak, dugotrajne su prospektivne studije pokazale da MHO osobe s 
57 
 
vremenom razviju metabolički sindrom (219, 220), što bi značilo da se kod njih ne bi trebalo 
odustati od tretmana pretilosti, a mediteranska dijeta uz vježbanje ima pozitivni učinak na 
smanjenje tjelesne mase, inzulinsku osjetljivost i krvni tlak (221).  
Također, pojava hipertrofije adipocita u skupinama potomaka s promijenjenom 
postnatalnom prehranom te najizraženija upala u masnim tkivima CD-HFD skupine govori u 
prilog što ranijem početku preventivnih mjera već za vrijeme trudnoće (9). 
Nova područja koja se otvaraju u području terapije pretilosti ona su koja utječu na 
područje subkliničke inflamacije, posebno kod komponente inhibiranja agiogeneze koja je 





Temeljem provedenog istraživanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeći zaključci:  
 Muški potomci štakora hranjeni hranom bogatom zasićenim masnim kiselinama imali 
su najmanju konačnu tjelesnu masu zbog ograničenog unosa hrane na 30 g dnevno, no 
zabilježen je proporcionalan rast s obzirom na to da nije bilo značajne razlike u indeksu 
tjelesne mase između skupina. Najveće promjene dogodile su se u skupinama kod kojih 
se postnatalna prehrana razlikovala od unutarmaternične, pa je tako u CD-HFD skupini 
zabilježen najmanji dobitak na tjelesnoj masi unatoč najvećoj početnoj masi, a u skupini 
HFD-CD najveći dobitak na tjelesnoj masi tijekom pokusa.  
 Koncentracija kolesterola u serumu bila je najviša u HFD-HFD skupini, što govori u 
prilog negativnom utjecaju masne ishrane. 
 Najviša je koncentracija TNF-α izmjerena u skupinama s promijenjenom 
intrauterinom/postnatalnom prehranom (CD-HFD i HFD-CD), što pokazuje nepovoljan 
utjecaj promjene prehrane u odnosu na očekivane izvanmaternične uvjete na razvoj 
upalnog odgovora. 
 Zabilježena je najveća srednja površina adipocita i najmanji broj stanica u skupinama s 
promijenjenom intrauterinom/postnatalnom prehranom (CD-HFD i HFD-CD) u 
subkutanom i epididimalnom masnom tkivu te najveći broj stanica koje su imale manju 
površinu u perirenalnom masnom tkivu muških potomaka štakora HFD-HFD skupine.  
 Zabilježen je najveći intenzitet imunohistokemijskog bojenja na TNF-α u svim 
odjeljcima masnih tkiva u skupini potomaka s promijenjenom postnatalnom prehranom 
na masnu ishranu, dok je najveći broj CD68 pozitivnih stanica bio u skupini gdje su i 







Cilj istraživanja: Ekspanzija masnoga tkiva može se dogoditi na nekoliko načina i, pod 
određenim uvjetima, može biti povezana s kroničnim upalom. Dugotrajna upala u pretilosti pak 
može dovesti do inzulinske rezistencije i disfunkcije tkiva. Cilj ovog istraživanja bio je ispitati 
kako različita kombinacija majčine i postnatalne prehrane utječe na morfologiju masnoga tkiva 
i nastanak upale navedenog tkiva u muških potomaka štakora. 
Nacrt studije: Deset ženski Sprague Dawley štakora, starosti 9 tjedana, randomizirano je 
podijeljeno u dvije skupine i hranjeno ili standardnom laboratorijskom hranom ili hranom 
bogatom zasićenim masnim kiselinama tijekom šest tjedana, a potom pareno s istim mužjakom. 
Nakon graviditeta i laktacije, muški potomci štakora iz obiju skupina podijeljeni su u četiri 
podskupine ovisno o prehrani kojom su bili hranjeni do 22. tjedna starosti. 
Materijal i metode: Štakori su bili vagani, a uzorci krvi prikupljeni za biokemijske analize 
(kolesterola, triglicerida, glukoze, adiponektina i TNF-α). Uzorci bijelog masnog tkiva uzeti su 
iz subkutanog, epididimalnog i perirenalnog odjeljka masnog tkiva. Na tkivnim prerezima 
provedena je histomorfometrijska analiza primjenom programa CellProfiler 2.1.1 i 
imunohistokemijsko bojenje na TNF-α i CD68. 
Rezultati: Veća srednja površina subkutanih i epididimalnih adipocita pronađena je u 
skupinama muških potomaka štakora s promijenjenom postnatalnom prehranom. U 
perirenalnom masnom tkivu najveći je broj adipocita izmjeren u skupini u kojoj su i majka i 
potomci bili hranjeni prehranom bogatom zasićenim masnim kiselinama. Intenzitet 
imunohistokemijskog bojenja na TNF-α statistički se nije značajno razlikovao među 
skupinama, no koncentracija TNF-α u serumu bila je najviša u skupinama muških potomaka 
štakora s promijenjenom postnatalnom prehranom. Broj CD68 pozitivnih stanica bio je najveći 
u skupinama u kojima su i majka i potomci hranjeni masno. 
Zaključak: Promjene u postnatalnoj prehrani mogu dovesti do upale i promijenjene 
morfologije masnog tkiva kod potomaka. 
 





Effect of Different Combination of Maternal and Postnatal Diet on Surface Area and 
Number of White Adipose Tissue Adipocytes in Male Rat Offspring 
Objectives: Adipose tissue expansion can occur through several different ways and, under 
certain conditions, can be connected with chronic inflammation. Prolonged inflammation in 
obesity can lead to obesity-related insulin resistance and tissue dysfunction. The aim of this 
study was to investigate how different combinations of maternal and postnatal diet affect 
offspring adipose tissue morphology and inflammation. 
Study Design: Ten female Sprague Dawley rats, 9 weeks old, were randomly divided into two 
groups and fed either standard laboratory chow or food rich in saturated fatty acids during 6 
weeks and then mated with the same male rat. After birth and lactation male rat offspring from 
both groups were divided into four subgroups depending on the diet they were fed until 22 
weeks old.  
Material and Methods: The rats were weighted, blood samples were collected for biochemical 
analysis (cholesterol, triglycerides, glucose, adiponectin and TNF-α). Samples of white adipose 
tissue were taken from the subcutaneous, epididymal and perirenal fat pad. On tissue sections 
histomorphometric analysis was conducted using CellProfiler program v. 2.1.1, and 
immunohistochemical staining for TNF-α and CD68 was performed.  
Results: Greater mean surface area of subcutaneous and epididymal adipocytes was found in 
groups of male rat offspring with altered diet. In perirenal adipose tissue the highest number of 
adipocytes was measured in the group where both mother and offspring were fed high-fat diet. 
Adipocyte staining intensity for TNF-α did not differ significantly between the groups, but 
TNF-α serum concentration was the highest in the groups with changed postnatal diet. The 
number of CD68 positive cells was the highest in the groups where both mother and offspring 
were fed high-fat diet. 
Conclusion: Changes in postnatal diet can lead to inflammation and altered morphology of 
adipose tissue. 
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